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RESUMO

YOCHIY, A. Expressdo dos genes de ativacdo imediata c-fos e egr-1 em encéfalos de
ratos submetidos ao modelo do desamparo aprendido. Sao Paulo, 2010. 150 p. Tese.
Instituto de Psicologia. Universidade de Sao Paulo.

O desamparo aprendido (DA) corresponde a dificuldade de aprendizagem operante em
funcdo de exposi¢do prévia a choques incontroldveis. Esse efeito vem sendo proposto
como modelo animal de depressao e também defendido por alguns pesquisadores como
modelo animal para o transtorno de estresse pOs-traumético (TEPT). O objetivo do
presente trabalho foi examinar a ativaciao dos genes c-fos e egr-1 em éreas do encéfalo de
ratos submetidos ao tratamento que induz o desamparo aprendido, priorizando estruturas
consideradas funcionalmente importantes para os distirbios de aprendizagem, como a
amigdala (AMI), o hipocampo (HIP) e o coértex pré-frontal medial (CPFm). Considerado
importante para o desenvolvimento do desamparo aprendido por alguns autores, o nicleo
septal lateral (NSL) também foi analisado. No estudo, ratos machos Wistar adultos,
sujeitos do grupo Incontroldvel (INC), apdés periodo de adaptacdo ao ambiente
laboratorial, receberam 60 choques inescapdveis de 1,0 mA, 10 segundos de duracdo,
ministrados nas patas a intervalos médios de 1 minuto. Apds 24 horas, estes animais e 0s
controles ingénuos (ING), que nao receberam choques no tratamento, foram submetidos a
contingéncia de fuga. Critérios de aprendizagem previamente estabelecidos foram
aplicados para selecionar os animais do grupo ING que aprenderam, e para separar os
sujeitos do grupo INC nos subgrupos dos animais que ndao aprenderam (DES) e dos que
aprenderam normalmente (NDE). Grupos controle sem adaptacdo e sem choque (BIO),
ou com adaptacao e sem choque (ADA), também foram manipulados. Apds o teste de
aprendizagem, os animais foram anestesiados, perfundidos, e seus encéfalos extraidos. Os
cortes dos encéfalos foram tratados para imunoperoxidase para revelar as proteinas Fos e
Egr-1. Os resultados evidenciaram caracteristicas distintas de expressao dos genes c-fos e
egr-1 nas diferentes estruturas. Foi observado um aumento na imunorreatividade para Fos
nas areas CA1l do HIP e CPFm para o grupo ING, e uma redu¢cdo do marcador Fos no
CPFm do grupo DES se comparado ao grupo NDE. Um aumento na imunorreatividade
para Egr-1 foi evidenciado no giro denteado (GD) do HIP do grupo DES em relacdo a
todos os grupos, a exce¢do do grupo ING. Na regido central da AMI o aumento para Egr-
1 ocorreu no grupo DES em relagdo ao grupo ING, e na regido basolateral, entre o grupo
DES e os grupos BIO e ING. Os coeficientes de correlagdo de Pearson mostraram
covariagdo entre os dados das duas regides da AMI e entre os dados do GD para Egr-1 e
NSL para Fos e Egr-1. Também foi evidenciada uma maior correlagdo entre os dados dos
dois marcadores no grupo DES, seguido do NDE e do ING, nesta sequéncia. Os dados
indicam que circuitos neurais relacionados a aprendizagem e memoria estdo envolvidos
no desenvolvimento do desamparo aprendido.
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ABSTRACT

YOCHIY, A. Expression of the immediate early genes, c-fos and egr-1, in the rat brain
in the learned helplessness model. Sao Paulo, 2010. 150 p. Thesis. Instituto de
Psicologia. Universidade de Sdo Paulo.

The learned helplessness (LH) phenomenon corresponds to difficulties in operant
learning as a result of previous exposure to uncontrollable shocks. This effect has been
suggested as an animal model of depression and posttraumatic stress disorder (PTSD).
The purpose of this work was to examine the activation of c-fos and egr-1 genes in brain
areas of rats exposed to treatment which induces the LH behavior, especially in some
structures recognized as functionally important to learning disorders, such as the
amygdala (AMI), the hippocampus (HIP), and the medial prefrontal cortex (mPFC).
Cited as important to LH development the lateral septal nucleus (LSN) was also
examined. In the experiment, adult male Wistar rats from the uncontrollable group (INC),
after a 3-day exposure to the experimental conditions, received 60 inescapable 1.0 mA
footshocks lasting 10 seconds each, applied at an average interval of 1.0 minute. After 24
hours, these animals and the naive controls (ING), which did not receive footshocks
during treatment, were tested in a shuttlebox. Previously established criteria were applied
to select the ING animals that learned the escape response, and also to sort the INC
animals into nonlearning (DES) and learning (NDE) subgroups according to their
performance during the escape test. Subjects not exposed to adaptation or footshocks
(BIO), and subjects adapted but not exposed to footshocks (ADA) were also manipulated.
All animals received anesthesia and after transcardiac perfusion had their brains removed,
sectioned and immunohistochemically treated to reveal Fos and Egr-1 proteins. The
results showed distinct attributes for c-fos and egr-I gene expression in the brain
structures examined. Data analysis revealed significantly higher Fos immunoreactivity in
the HIP CA1 and mPFC in the ING group than in the other groups. A decrease was
detected in Fos-positive nuclei in the DES group mPFC compared with the NDE group.
An increase in the Egr-1 positive nuclei was found in the HIP dentate gyrus (DG) in the
DES group compared with all the groups, except the ING group. An increment in Egr-1
imunoreactivity was also detected in the central AMI in the DES group in relation to ING
group, and in the basolateral AMI in the DES group against the BIO and ING groups.
Pearson’s correlation test indicated covariation between data from central and basolateral
AMI regions. A high correlation coefficient was found between data from DG for Egr-1
and from NSL for both Fos and Egr-1. A high correlation was observed between the two
markers for the DES group, followed by the NDE and ING groups, in that sequence. The
results suggest that the neural circuits underlying memory and learning are implicated in
the development of the LH effect.
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Caixa de teste de aprendizagem de fuga (shuttlebox) utilizada durante
o experimento. A caixa distingue-se das usualmente citadas na
literatura em funcdo do orificio que permite a passagem entre 0s
compartimentos ser elevado, exigindo a resposta de saltar, ao invés da
resposta de correr registrada nas caixas onde a abertura fica ao nivel
do piso (ver Hunziker & Santos, 2007).

Localizacdo das dreas avaliadas nos ensaios imuno-histoquimicos
(ilustracdes modificadas de Paxinos & Watson, 2005). A. Amigdala,
central e basolateral; B. Coértex pré-frontal medial; C. Hipocampo,
CAl, CA3 e giro denteado; D. Nucleo septal lateral.

Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar,
agrupadas em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessdo de teste
pelos sujeitos do grupo ING.

Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar,
agrupadas em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessao de teste
pelos sujeitos do grupo DES, e as equacdes das retas de tendéncia
ascendente ou estavel.

Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar,
agrupadas em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessao de teste
pelos sujeitos do grupo NDE, e as equagdes das retas de tendéncia
decrescente dos sujeitos que apresentaram laténcia média superior a
4,89 s.

Laténcias médias, em segundos (s), das respostas de saltar
apresentadas pelos animais dos grupos ING, NDE e DES, em blocos
de 5 tentativas. Os grupos diferem entre si quanto ao nimero de
sujeitos (n indicado na figura).

Peso, em gramas (g), dos sujeitos dos grupos BIO, ADA, ING, NDE e
DES no dia do tratamento ou o correspondente, e as médias (—) de
cada grupo.
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Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 na amigdala basolateral (ABL) dos grupos Biotério
(BIO), Adaptacao (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE)
e Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores para a
estrutura. A andlise estatistica mostrou diferencas significantes na
imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos e entre as médias totais
dos marcadores (*p < 0,05).

Imagens digitais de sec¢des de encéfalo que ilustram a densidade de
marcacdo para Egr-1 encontrada na amigdala basolateral para os
grupos Biotério, Ingénuo e Desamparado.

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 na amigdala central (ACe) dos grupos Biotério (BIO),
Adaptacdo (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e
Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores para a
estrutura. A andlise estatistica mostrou diferenca significante somente
na imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos ING e DES (*p <
0,05).

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 no coértex pré-frontal medial (CPFm) dos grupos Biotério
(BIO), Adaptacdo (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE)
e Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores para a
estrutura. A andlise estatistica mostrou diferencas significantes para
Fos entre os grupos e entre as médias totais dos marcadores (***p <
0,001).

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 no hipocampo, area Cornus Ammonis 1 (CA1l) dos grupos
Biotério (BIO), Adaptagao (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado
(NDE) e Desamparado (DES) e as médias totais dos marcadores para
a estrutura. A andlise estatistica mostrou diferengas significantes na
imunorreatividade para Fos entre os grupos e entre as médias totais
dos marcadores (**p<0,01, ***p<0,001).

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 no hipocampo, area Cornus Ammonis 3 (CA3) dos grupos
Biotério (BIO), Adaptacdo (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado
(NDE) e Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores
nessa estrutura. A andlise estatistica evidenciou diferenca significante
somente entre as médias totais dos marcadores (*p < 0,05).
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Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 no hipocampo, drea do giro denteado (GD) dos grupos
Biotério (BIO), Adaptagdao (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado
(NDE) e Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores para
essa estrutura. A andlise estatistica evidenciou diferencgas significantes
na imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos e entre as médias
totais dos marcadores (¥*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001).

Imagens digitais das sec¢des de encéfalo que ilustram a densidade de
marcacao para Egr-1 observada no hipocampo, drea do giro denteado,
para os cinco grupos estudados no experimento.

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 no nucleo septal lateral (NSL) dos grupos Biotério (BIO),
Adaptacdo (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e
Desamparado (DES), e as médias totais dos marcadores para essa
estrutura. A andlise estatistica mostrou diferenca significante somente
entre as médias totais dos marcadores (***p < 0,001).

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos ou Egr-1 na ABL, CPFm, CA1 e GD dos grupos Biotério (BIO),
Adaptacao (ADA), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES).
A andlise estatistica evidenciou diferencas significantes na
imunorreatividade para Fos ou para Egr-1 entre os grupos (*p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, # novo dado significante).

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos ou Egr-1 na ABL, ACe, CPFm, CA1 e GD dos grupos Ingénuo
(ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES). A anélise
estatistica evidenciou diferencas significantes na imunorreatividade
para Fos ou para Egr-1 entre os grupos (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001).

Imagens digitais das sec¢des de encéfalo que ilustram a densidade de
marcacdo para Egr-1 observada na ACe para os grupos Ingénuo e
Desamparado, cujas médias apresentaram diferenca significante.

Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 nas estruturas CPFm e GD, respectivamente, para os
grupos NDE e DES. A andlise estatistica evidenciou diferencas
significantes na imunorreatividade para Fos no CPFm, e para Egr-1
no GD (*p < 0,05, **p < 0,01, # novo dado significante).

Imagens digitais das sec¢Oes de encéfalo que ilustram a diferenca na
densidade de marcagdo para Fos observada no CPFm entre os grupos
NDE e DES, cujas médias apresentaram diferenca significante.
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Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para
Fos e Egr-1 nas estruturas estudadas para o grupo Biotério (BIO). A
andlise estatistica evidenciou diferencas significantes na expressao
basal dos marcadores Fos e Egr-1 nas estruturas (*p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001).

Diagramas de dispersio dos dados de imunorreatividade das
estruturas que resultaram em coeficientes de correlacdo de Pearson (r)
significantes superiores a 0,6.

Comparacdo dos valores médios (£ epm) de densidade de nicleos
imunorreativos para Fos e Egr-1 nos cinco grupos experimentais. A
andlise estatistica evidenciou diferencgas significantes entre as médias
para Fos e Egr-1 em todos os grupos (*p < 0,05, (***p < 0,001)

Diagramas de dispersao dos dados de imunorreatividade dos
marcadores Fos e Egr-1 dos cinco grupos experimentais, com o0s
respectivos valores de correlagdao de Pearson (r).

Comparacdo dos valores de densidade média total (+ epm) de nicleos
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significante (A, ***p < 0,001), e o diagrama de dispersdao dos dados
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0,7281, p < 0,0001).

Valores médios de densidade de niicleos imunorreativos por estrutura
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1. UMA ABORDAGEM BIOCOMPORTAMENTAL

“The behaving organism will eventually be described and
explained by the anatomist and physiologist. As far as behavior
is concerned, they will give us an account of the genetic
endowment of the species and tell how that endowment changes
during the lifetime of the individual and why, as a result, the
individual then responds in a given way on a given occasion.” —
B.F. Skinner, 1975, p. 42

O ambiente age sobre um organismo e € esse organismo, como um todo, que se
comporta. As vérias fungdes atribuidas as partes do organismo em sua interagdo com o
ambiente fizeram surgir intimeras disciplinas preocupadas em entender como o
organismo funciona. O cérebro é uma das partes desse organismo que algumas dessas
disciplinas estudam. Até o século 20 pouco se sabia sobre os processos fisiopatologicos
que pudessem ajudar nas praticas terapéuticas, € o papel do ambiente, embora hd muito
percebido, s6 se tornou mais claro também naquele século (Skinner, 1975).

A interagdo entre o sistema nervoso de um organismo € o seu ambiente, como
resultado da experiéncia, resulta na organizacdo dos comportamentos simples e
complexos do organismo e gera alteragdes tanto no ambiente como nos proprios
circuitos neurais deste organismo (Ferrari, Toyoda, Faleiros, & Cerutti, 2001). O
comportamento complexo, a exemplo do “lembrar”, é o resultado de uma multitude de
eventos que ocorrem nos niveis comportamental, microcomportamental e fisiolégico
(Donahoe & Palmer, 1994).

A abordagem que permite integrar os principios bdsicos que explicam os

fendmenos fisiologicos a andlise das contingéncias ambientais que controlam o

comportamento € denominada de biocomportamental (Donahoe & Palmer, 1994).



Diferentemente das abordagens que utilizam processos baseados somente nas inferéncias
de observacdes comportamentais, a abordagem biocomportamental baseia-se em dados
experimentais gerados por ciéncias independentes que podem complementar e beneficiar
o estudo das relagdes funcionais entre o organismo e o ambiente (Donahoe & Palmer,
1994).

Certamente o comportamento de “lembrar” ja foi considerado um evento ndo
observdavel em um periodo da histéria da ciéncia. Entretanto, com os avangos da
tecnologia tais eventos podem tornar-se observdaveis e serem biologicamente
investigados, trazendo a luz informagdes importantes, antes inacessiveis, tal como
afirmam Donahoe e Palmer (1994). Segundo Skinner (1990, p.1206), “o cérebro é parte
do corpo e o que ele faz é parte do que o corpo faz. O que o cérebro faz € parte do que
deve ser explicado”.

Os avancos da Ciéncia até os dias de hoje trouxeram incontdveis progressos e,
entre eles, novas tecnologias que permitem o estudo do funcionamento do cérebro
enquanto o organismo se relaciona com o ambiente, como os estudos de neuroimagens.
Como menciona Squire (2009, p. 12715), “a Ciéncia avangca com a rapidez do
desenvolver dos novos instrumentos e paradigmas que tornam possiveis novos
questionamentos”. Os novos dados gerados por essas tecnologias, com o tempo, devem
contribuir de forma significativa para uma melhor compreensao das relacdes funcionais
entre eventos mensurados ao nivel comportamental (Donahoe & Palmer, 1994),
preenchendo as lacunas existentes nas explicacdes comportamentais, como previu
Skinner (1987).

A pesquisa de como a comunicagdo ocorre no sistema nervoso, de como o

funcionamento dos neurdnios medeia a recep¢do dos estimulos ambientais e a execucao



das respostas comportamentais, pode contribuir para o entendimento de fendmenos
como a aprendizagem (Donahoe & Palmer, 1994).

Este trabalho procura desvendar algumas das alteracdes bioldgicas que ocorrem
paralelamente ao efeito comportamental denominado desamparo aprendido. Esse efeito
tem sido muito estudado em relagdo aos processos de aprendizagem envolvidos, mas
conjuntamente a esses processos ocorrem incontdveis eventos bioldgicos, dos quais
poucos foram investigados experimentalmente. Participar da empreitada de identificar

alguns desses eventos foi o objetivo deste trabalho.

1.1. 0O FENOMENO DO DESAMPARO APRENDIDO

Os primeiros trabalhos que levaram a deteccdo do efeito comportamental
denominado desamparo aprendido (learned helplessness) ocorreram na década de 60,
quando estudos sobre o comportamento de esquiva eram desenvolvidos no laboratério
do Prof. Richard L. Solomon na Universidade da Pensilvania, Estados Unidos. Nesse
laboratério os estudos enfocavam a Teoria dos Dois Fatores', que sugere que o
comportamento de esquiva seria decorrente de dois processos de aprendizagem
separados e potencialmente independentes, um respondente’ e outro operante’

(Overmier, 2002; Hunziker, 2005).

! Para maiores detalhes, consultar Rescorla, R. R., & Solomon, R. L. (1967). Two-process learning

theory: relationships between Pavlovian conditioning and instrumental learning. Psychological Review,
74(3), 151-182.

? Skinner deu origem aos termos respondente e operante em 1937, quando definiu respondente como o
comportamento eliciado que ocorria em resposta a exposi¢do a estimulos especificos do ambiente, e
operante como o comportamento emitido que ocorria na auséncia dessa estimulagdo (Morris & Smith,
2004). Catania (1999) define respondente como a “classe de respostas definida em termos dos estimulos
que as produzem fidedignamente”, e operante como a ‘“classe de respostas modificdvel pelas
consequéncias das respostas da classe” (p. 420, 412).



Ao manipular a ordem de aquisicio dos condicionamentos respondente e
operante em um dos experimentos sobre esquiva, os pos-graduandos Bruce Overmier e
Russel Leaf observaram um resultado inesperado. No experimento, caes eram expostos a
associagao luz/choque incontrolavel (associacdo CS/US) em uma primeira etapa e a teste
de esquiva em uma segunda etapa. O teste ocorria dentro de uma caixa dividida em dois
compartimentos na presenca da luz. Um tom antecedia o choque por um intervalo fixo
de tempo. Se o animal saltasse para o compartimento oposto, o som era desligado e o
choque evitado. Ao contrario do que os pesquisadores esperavam, de que o pareamento
luz-choque tornasse a luz um estimulo aversivo condicionado produzindo o
reforcamento da resposta que a desligava, a luz nao aumentou a probabilidade de saltar e
a resposta de esquiva ndo foi aprendida (Overmier & Leaf, 1965).

A pesquisa do efeito observado continuou em um novo estudo onde um grupo de
caes recebia choques inescapdveis e outro grupo nao recebia choques. Todos os animais,
posteriormente, foram submetidos a um teste de fuga. Como resultado, obteve-se que, no
teste, os animais que anteriormente tinham recebido choques inescapaveis nao
aprenderam a resposta de fuga, diferentemente do grupo ndo exposto a esse tratamento,
que aprendeu normalmente (Overmier & Seligman, 1967).

O isolamento das varidveis que produziam esse efeito de interferéncia na
aprendizagem, no entanto, s foi obtido por Martin Seligman e Steven Maier com o
delineamento de triades. No procedimento triddico, foram estudados trés grupos de caes
dos quais dois recebiam choques no tratamento. A cada tentativa dois animais eram
individualmente expostos ao choque, porém apenas um deles podia desligd-lo emitindo a
resposta de focinhar em um painel. O focinhar desse sujeito desligava o choque para si e

para o segundo animal a ele acoplado, enquanto um terceiro cao permanecia dentro de



uma caixa experimental sem ser exposto a choques. Esse arranjo estabelecia, portanto,
que o primeiro animal receberia choques controldveis, que o segundo receberia choques
similares aos recebidos pelo primeiro animal, porém incontroldveis, e que o terceiro
animal ndo receberia choques. Vinte e quatro horas ap6s, quando submetidos ao teste de
fuga, em uma contingéncia cuja resposta programada era saltar uma barreira, os
resultados indicaram que apenas os animais expostos previamente aos choques
incontroldveis apresentaram dificuldades na aprendizagem de fuga/esquiva; os animais
que receberam choques iguais, porém controldveis, aprenderam a resposta com a mesma
facilidade que os caes que nunca haviam sido expostos a choques. Portanto, esse estudo
demonstrou que a varidvel critica para o desenvolvimento do desamparo aprendido era a
incontrolabilidade dos choques, e ndao os choques em si. Os pesquisadores denominaram
essa dificuldade de aprendizagem de efeito de interferéncia. Esse termo, entretanto,
rapidamente deu lugar a outro pelo qual o fendmeno € atualmente conhecido, o
desamparo aprendido (Seligman & Maier, 1967; Hunziker, 2003, 2005).

O desamparo aprendido é, portanto, um efeito comportamental que vem sendo
caracterizado por dificuldade de aprendizagem por parte de individuos que tiveram
histérico com eventos aversivos incontroldveis (Maier & Seligman, 1976). Mais
recentemente, Maier e Watkins (2005) relatam que o termo desamparo aprendido
“refere-se a uma constelagdo de alteracdes comportamentais que ocorrem apos
exposicdo a estressores que ndo sdo controldveis por meio de respostas
comportamentais, € que ndo ocorrem se o estressor € controlavel” (p. 829).

A hipétese mais difundida para explicar esse efeito € de que o sujeito exposto a
estimulos aversivos incontroldveis aprende que suas respostas a estes estimulos ndo os

modificam, ou seja, que o seu comportamento ndo controla o ambiente. Como



consequéncia, 0 mesmo sujeito passa a apresentar dificuldade para aprender respostas de
fuga ou de esquiva quando estas lhe sdo possiveis (Maier & Seligman, 1976; Hunziker,
2003; Maier & Watkins, 2005). Mais recentemente, uma nova interpretagao foi sugerida
em funcdo de haver estudos experimentais que produziram resultados ndo passiveis de
serem explicados pela hipdtese anterior. O que estd sendo sugerido € que a
incontrolabilidade dos choques torna os individuos mais sensiveis a varios aspectos da
contingéncia, incluindo o controle por estimulos antecedentes e a contiguidade entre as
respostas e suas consequéncias. Assim, varidveis do ambiente que podem ser
irrelevantes, ou seja, que normalmente nao controlariam os comportamentos dos
sujeitos, passam a interferir no comportamento, competindo com o controle a ser
exercido pelos aspectos criticos da contingéncia, dificultando a aprendizagem (Hunziker
& Gehm, no prelo).

Ainda que algumas hipéteses formuladas nas décadas de 60 e 70 explicassem o
fenomeno do desamparo aprendido como um mero déficit motor decorrente de
reforcamento acidental da inatividade (Seligman & Maier, 1967; Bracewell & Black,
1974; Glazer & Weiss, 1976 a, b), da deplecdo de catecolaminas (Weiss, Glazer,
Pohorecky, Brick, & Miller, 1975) ou de analgesia (Jackson, Maier, & Coon, 1979;
Moye, Hyson, Grau, & Maier, 1983), a maior parte dos dados experimentais sugere que a
exposicdo aos choques inescapéveis tem efeitos muito além do motor: em adi¢do a
reduzir a probabilidade do sujeito emitir a resposta de fuga/esquiva, o critico desse efeito
€ que, mesmo que o animal emita a resposta e experimente o reforco negativo, seu
comportamento ndo fica sob controle de suas consequéncias, ou seja, ndo tem sua
probabilidade de ocorréncia aumentada em fungdo dessa relacdo de consequenciacio

experimentada (Maier & Seligman, 1976).



1.2. O MODELO ANIMAL DO DESAMPARO APRENDIDO

Segundo McKinney (1984), os modelos animais sdo preparacdes experimentais
desenvolvidas em uma espécie com o propdsito de estudar os fendmenos que ocorrem
em outra espécie, usualmente por meio do desenvolvimento de sindromes que se
assemelhem aquelas apresentadas pelos humanos. Os modelos animais geralmente sao
utilizados na pesquisa de sistemas bioldgicos e doencas quando o estudo em questdo nio
pode ser conduzido em humanos (Kalueff & Tuohimaa, 2004). Apesar das diferencas
entre as espécies, vdrias dreas da ciéncia reconhecem que se beneficiam do
conhecimento gerado pelos estudos realizados em modelos animais, existindo um amplo
consenso de que os mesmos sdo fundamentais para o estudo da relacdo entre genes,
cérebro e comportamento (Fisch & Holmes, 2007).

Os psicofarmacologistas se interessam pelo fendmeno do desamparo aprendido
principalmente em razdo da sua vinculagdo a depressdo humana (Seligman, 1975) e a
sua utilizacdo como modelo de depressdo (Sherman, Allers, Petty, & Henn, 1979;
Sherman, Sacquitne, & Petty, 1982; Willner, 1991a; Willner & Mitchell, 2002) e
estresse (Nestler, Gould, Manji, Buncan, Duman, Gershenfeld, Hen, Koester,
Lederhendler, Meaney, Robbins, Winsky, & Zalcman, 2002; Cryan, Markou, & Lucki,
2002; Kalueff & Tuohimaa, 2004), muito embora alguns pesquisadores tenham sugerido
que o mesmo € mais apropriado como modelo do Transtorno de Estresse Pos-
Traumético (Foa, Zinbarg, & Rothbaum, 1992; Nestler et al., 2002; Willner & Mitchell,

2002). Segundo Bremner, Southwick e Charney (1991), o modelo do desamparo



aprendido imita a exposicdo ao estresse’ traumatico dos individuos que desenvolvem o
transtorno e produz nos animais uma variedade de comportamentos que se assemelham
aqueles observados em pacientes com o distirbio (van der Kolk, Greenberg, Boyd, &
Krystal, 1985; Foa et al., 1992), o que levaria o modelo a ser util para o estudo das
consequéncias comportamentais € neurobioldgicas da exposi¢ao a eventos traumaticos
(van der Kolk, 1987; Bremner et al., 1991; Koba, Kodama, Shimizu, Nomura,
Sugawara, Kobayashi, & Ogasawara, 2001). Segundo Foa et al. (1992) as reagdes de
excitacdo aos estimulos condicionados, a analgesia e esquiva dos animais submetidos a
eventos aversivos incontroldveis seriam andlogas aos sintomas de re-experimentacao,
entorpecimento e evitagdo de atividades e situagdes que recordem o trauma observado
nos pacientes.

No caso da depressdo, ainda que os modelos animais ndo reproduzam
completamente o distirbio apresentado pelos humanos, no caso do desamparo aprendido
varios aspectos sdo reproduzidos (Wong & Licinio, 2001, 2004; Nestler et al., 2002;
Willner & Mitchell, 2002). Quanto a sintomatologia, foram encontradas similaridades
entre alguns comportamentos dos animais e de pessoas deprimidas, por exemplo,
passividade e pouca reatividade a estimulos supostamente reforcadores. No que diz
respeito a etiologia, estimulos aversivos intensos, especialmente os incontroldveis,

podem desencadear alguns tipos de depress@o em humanos, e da mesma forma levar os

? O termo estresse é pouco preciso, sendo amplamente utilizado para referir-se ao estimulo, a resposta ou a
combina¢do de ambos, sendo o mesmo considerado por alguns autores como uma pseudo-explicacao,
com pouco valor real (Selye, 1975; Charlton, 1992; Kim & Diamond, 2002; McEwen, 2005). Kim e
Diamond (2002) propdem que estresse seja definido levando em conta trés componentes: (1)
excitabilidade mensurdavel operacionalmente, (2) aversividade a qual, dada a oportunidade, o sujeito
reagiria para evitar ou atenuar os efeitos, e (3) a incontrolabilidade/imprevisibilidade. O termo estresse é
utilizado aqui dado o seu emprego na literatura cientifica, sendo equivalente a estimulo aversivo. Em
relacdo ao termo trauma, este deverd ser entendido como a exposicdo ao estimulo aversivo muito
intenso.



animais a apresentar o desamparo aprendido (Willner, 1984, 1985). Modificagdes
bioquimicas (como niveis elevados de corticosterona e do fator liberador da
corticotrofina), alteracdes na movimentacdo dos olhos durante o sono, diminuicdo do
comportamento sexual, redu¢ao do peso corporal, que estdo presentes em pacientes com
depressdao, também foram observadas em animais que apresentaram este efeito
comportamental (Willner, 1991 a, b; Nestler et al., 2002). Por fim, similaridades entre a
prevencdo e tratamento clinico da depressdo sdo apontadas nos estudos experimentais
sobre imunizacdo® e reversio’ do desamparo aprendido em animais (Seligman,
Rosellini, & Kozak, 1975; Klein & Seligman, 1976; Jones, Nation, & Massad, 1977),
além dos paralelos observados em estudos de farmacos antidepressivos (Sherman et al.,
1982).

Willner (1984), ao avaliar diversos modelos de depressao, utilizou como critério
a semelhanca do modelo a condi¢do modelada em sua etiologia, aspectos bioquimicos,
sintomatologia e tratamento. A avaliacdo, levando em consideracdo a validade preditiva,
a validade de face e a validade de constructo, indicou que o desamparo aprendido era um
dos melhores modelos para o estudo da depressdo em termos de validade global. A
validade preditiva implica que as manipulagdes que influenciam o distirbio no ser
humano devem apresentar efeitos similares no modelo; a validade de face refere-se a
similaridade existente entre os sintomas observados no modelo e em humanos; e a
validade de constructo verifica a solidez da racional teérica (Willner & Mitchell, 2002).

Atualmente, apesar da existéncia de reconhecidas limitagdes, o modelo do desamparo

* O termo imunizacdo refere-se a condicdo na qual a exposicdo do animal a uma condi¢io de controle
antes da condicdo de incontrolabilidade impede que ele apresente, no teste, o efeito de desamparo
aprendido (Hunziker, 2003, 2005).

30 termo reversdo refere-se A condi¢do na qual o contato (muitas vezes for¢ado) do animal com novas
contingéncias operantes pode reverter o efeito de desamparo aprendido anteriormente detectado
(Hunziker, 2003, 2005).
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aprendido € considerado um dos melhores modelos animais de depressao (Hajszan,
Dow, Warner-Schmidt, Szigeti-Buck, Sallam, Parducz, Leranth, & Duman, 2009).

O principal obstaculo para a pesquisa da depressao em animais é que se trata de
uma condicdo na qual, em humanos, ha uma forte &nfase de aspectos subjetivos que nao
podem ser reproduzidos em animais. Mesmo assim, os modelos animais sao
considerados ferramentas indispensdveis na identificacdo de novos medicamentos
antidepressivos e também na pesquisa dos processos envolvidos no desenvolvimento da
depressao (Sherman et al., 1982; Cryan et al., 2002; Kalueff & Tuohimaa, 2004).

O estudo de transtornos que resultam da exposi¢do a eventos traumaticos
utilizando o modelo do desamparo aprendido apresenta limitagdes, ainda que exista o
reconhecimento da presenca de similaridades neuroquimicas e comportamentais.
Segundo Yehuda e Antelman (1993), o modelo ndo € baseado no conhecimento do
agente etioldgico primédrio que produz o transtorno. Esses pesquisadores afirmam que o
modelo desenvolve uma mudanga comportamental tempordaria e unidirecional, assim seu
apelo estaria somente em sua aparente validade de face, o que seria insuficiente para
estabelecé-lo como modelo para o transtorno traumatico (Yehuda & Antelman, 1993). A
duracdo das modifica¢des induzidas pelo processo, entretanto, que seriam duradouras e
bidirecionais em humanos (Yehuda & Antelman, 1993) e limitadas a 72 horas ou menos
nos modelos em animais (Overmier & Seligman, 1967; Maier, Coon, McDaniel,
Jackson, & Grau, 1979) € controversa. H4 muitos indicios de que as alteracdes
comportamentais que ocorrem no modelo do desamparo aprendido sdo duradouras.

Hunziker e Santos (2007) demonstraram o desamparo aprendido em ratos apds
30 dias do tratamento com choques incontroldveis, e Mestre e Hunziker (1996) relataram

o desamparo aprendido em ratos apds um intervalo de 60 dias entre o tratamento € o
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teste de fuga. Além desses estudos, Maier (2001) registrou um aumento na duragio do
DA/depressdao comportamental quando ratos machos que receberam choques
inescapaveis foram expostos posteriormente ao ambiente no qual os choques ocorreram.
Louvart, Maccari, Ducrocq, Thomas, e Darnaudéry (2005) também relataram a eliciagao
de distdrbios por mais de um més apds choque intenso nas patas de ratas quando os
animais foram colocados por trés vezes em ambiente préximo ao do choque inescapavel,
e Koba et al. (2001) relataram modificagdes comportamentais consideradas duradouras
(2 semanas) em ratos machos.

Miller e McEwen (2006) reconhecem que o estudo de alguns aspectos do
transtorno de estresse pds-traumadtico em animais € particularmente desafiador, uma vez
que alguns dos sintomas que caracterizam esse distirbio, como os pesadelos,
“flashbacks” e ansiedade em relagdo a estimulos, seriam praticamente impossiveis de
serem reproduzidos fora da espécie humana. Esses autores, entretanto, lembram que as
principais estruturas encefdlicas envolvidas na reten¢ao da informagao e no processo de
resposta a tais estimulos s@o as mesmas nas vdrias espécies de mamiferos, de maneira
que a pesquisa em modelos animais permanece essencial para que os aspectos
anatdmicos, funcionais e moleculares relativos a comunicagao entre tais regidoes possam

ser compreendidos (Miller & McEwen, 2006).

1.2.1. Depressao

A depressado € uma psicopatologia conhecida desde a antiguidade que, ainda hoje,
¢ considerada um distirbio de etiologia complexa e desconhecida (Wong & Licinio,

2001, 2004), caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas de descricdo subjetiva e
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de dificil identificacdo (Kanter, Callaghan, Landes, Busch, & Brown, 2004; Wong &
Licinio, 2001, 2004). Embora em evolu¢do durante décadas, o primeiro sistema de
classificacdo da depressdao bem aceito na literatura médica foi publicado pela Associacao
Americana de Psiquiatria em 1980. Nessa publicagdo, o DSM III (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders IIlI), surgiu o termo ‘“Major Depressive
Disorder” para identificar esse distirbio (Gruenberg, Goldstein, & Pincus, 2005).

Em termos comportamentais, Ferster (1973) analisou a depressdo como uma
reducgdo na frequéncia de respostas em fun¢do da falta de reforcadores. Destaque-se que
nessa andlise, “a falta de reforcadores”, que é o ponto central, pode ter diferentes
origens, desde baixa disponibilidade de reforcos até a baixa sensibilidade dos individuos
aos estimulos disponiveis que poderiam ter a fung¢do de refor¢cos. O modelo do
desamparo aprendido € compativel com essa proposta, uma vez que o efeito em andlise é
caracterizado pela ndo emissdo, ou emissdo de respostas operantes com baixa
frequéncia. A insensibilidade as contingéncias de reforcamento é observada quando os
animais, apesar de experimentarem a contingéncia de fuga em vigor, ndo aprendem essa
resposta (Hunziker, 2003). A falta de adequacdo do repertério do sujeito as mudancgas
nas contingéncias, leva ao ndo reforcamento das respostas emitidas e, em consequéncia,
a redugdo de sua frequéncia e a um quadro ainda mais acentuado de falta de reforco,
caracteristico da depressdo (Hunziker, 1997) 6,

Apesar dos muitos anos de pesquisa, considera-se que muito pouco dos eventos
fisiopatoldgicos envolvidos na depressdo, ou dos mecanismos moleculares dos

tratamentos medicamentosos, seja conhecido (Vollmayr & Henn, 2001; Vaidya &

® Informagdes mais detalhadas sobre a depressio, o desamparo aprendido e os aspectos comportamentais
envolvidos, podem ser encontradas no artigo de Hunziker (2005). Esse e outros estudos sobre o desamparo
aprendido estio disponiveis no site http://www.usp.br/labc/.
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Duman, 2001). Recentemente, no entanto, t€ém surgido evidéncias da ocorréncia de
alteracdes plasticas nos cérebros dos pacientes deprimidos, e de que os mecanismos
celulares e moleculares da neuroplasticidade estariam implicados no efeito terapéutico
de antidepressivos (Vaidya & Duman, 2001; Duman, 2002a; D’Sa & Duman, 2002;
Fuchs, Czéh, Kole, Michaelis, & Lucassen, 2004; Malberg, 2004; Warner-Schmidt &
Duman, 2006; Saray, & Hen, 2007; Paizanis, Hamon, & Lanfumey, 2007; Racagni &
Popoli, 2008).

As hipéteses atuais de inducdo e manutencao da depressdo tém sugerido que a
neuroplasticidade hipocampal estd envolvida na fisiopatologia da depressao (Paizanis et
al., 2007; Fornal, Stevens, Barson, Blakley, Patterson-Buckendahl, & Jacobs, 2007), e
que uma reducdo na proliferacao das células granulares do giro denteado induzida pelo
estresse levaria ao desenvolvimento dos episddios depressivos (Chen, Pandey, Dwivedi,
& 2006; Duman, 2002a, 2002b). Entretanto, Vollmayr, Mahlstedt e Henn (2007), com
base em dados obtidos em modelos animais, argumentam contra a hipdtese de que uma
redugdo na neurogénese seja a causa ou a consequéncia do comportamento depressivo,
uma vez que esse comportamento pode ocorrer sem prejuizos na neurogénese € que a
reducdo na neurog€nese nao necessariamente leva ao comportamento similar ao
depressivo nos animais. Portanto, ndo hd uma compreensdo precisa da relacdo entre a
depressao e uma possivel disfuncio relacionada a neuroplasticidade, embora os estudos
também mostrem prejuizos no aprendizado e memoria dos pacientes (Pittenger &
Duman, 2008).

Estudos de neuroimagens em pacientes deprimidos tém detectado interacdes
disfuncionais entre a amigdala (AMI) e o cortex pré-frontal medial (Drevets, 1999;

Drevets, Price, & Furey, 2008). Esses dados, em conjunto com a anélise de lesdes e de
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informacdes obtidas através de técnicas post-mortem, levaram Drevets et al. (2008) a
propor um modelo de circuito neural que se baseia na suposicdo de que o cortex pré-
frontal medial e os circuitos que o conectam com outras estruturas limbicas e corticais
estariam disfuncionais na depressao.

A frequéncia com que pacientes traumatizados apresentam quadros depressivos
levou O’Donnell, Creamer e Pattison (2004) a investigarem se o transtorno de estresse
pos-traumadtico e a depressao seriam patologias separadas ou parte de um tinico processo
traumatico nesses pacientes, chegando a conclusao que a depressao pode ser identificada
até alguns meses apds o trauma, mas que com o passar do tempo a distin¢cdo se torna

muito dificil.

1.2.2. Transtorno de Estresse Pos-Traumatico

O transtorno de estresse poés-traumdtico € um distirbio potencialmente
incapacitante que pode ocorrer em pessoas expostas a evento traumdtico ou situacao
extrema envolvendo perigo de morte. Por exemplo, esse transtorno pode ser identificado
em sobreviventes de acidentes de veiculos automotores, veteranos de guerra, vitimas de
estupros, assaltos, sequestros e outras situacdes de violéncia (Ramaswamy, Madaan,
Qadri, Heaney, North, Padala, Sattar, & Petty, 2005).

As primeiras teorias sobre esse transtorno foram desenvolvidas durante e apds a
Segunda Grande Guerra, porém a Associacdo Americana de Psiquiatria somente
publicou os primeiros critérios para diagnéstico do transtorno em 1980, introduzindo o
uso do termo “Posttraumatic Stress Disorder” como oficial para identificar a condi¢ao

(Ramaswamy et al., 2005). O transtorno em questdo se desenvolve em individuos
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quando estes se confrontam com situagdes aversivas que vao além da sua capacidade de
adaptacdo, e seria caracterizado por trés conjuntos duradouros de sinais e sintomas: a re-
experimentacao (flashbacks, lembrancas indesejaveis e pesadelos repetitivos), a esquiva
em relacdo aos estimulos associados ao evento aversivo traumdtico, e excitamento
excessivo (Yehuda & LeDoux, 2007). Os pacientes diagnosticados com esse transtorno
também apresentam lembrangas autobiograficas e traumadticas fragmentadas, amnésia
parcial relacionada ao evento traumatico e dificuldade para lembrar eventos, fatos e
listas (Elzinga & Bremner, 2002).

Muitos dos sintomas do transtorno de estresse pds-traumatico sao entendidos
como respostas condicionadas do individuo a estimulos associados ao evento traumatico
(Wessa & Flor, 2007). A persisténcia das respostas do individuo a esses estimulos
aversivos € um aspecto caracteristico observado nesse transtorno, em fobias e na
sindrome do panico (Izquierdo & Cammarota, 2004). Situacdes do dia-a-dia que
contenham tais estimulos podem disparar mecanismos que resultam em reagdes
indesejaveis nos individuos traumatizados (Elzinga & Bremner, 2002; Wessa & Flor,
2007).

Ainda que o evento traumadtico seja necessario para o desenvolvimento do
transtorno de estresse pos-traumatico (Yehuda & LeDoux, 2007), a maioria das pessoas
expostas a esse tipo de experiéncia ndo o desenvolve (Breslau, Davis, Andreski, &
Peterson, 1991; Yehuda & LeDoux, 2007). Os motivos pelos quais alguns individuos
sdo resistentes e outros sensiveis ao trauma ainda sdo pouco conhecidos, questdo essa
que tem sido foco de muitas pesquisas (Haglund, Nestadt, Cooper, Southwick, &

Charney, 2007). Os modelos animais que envolvem reagdo ao estresse, como o modelo
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do desamparo aprendido, podem trazer um pouco de entendimento aos importantes
aspectos psicofisioldgicos da susceptibilidade ao trauma (Ramaswamy et al., 2005).

Na ultima década, estudos sobre os distirbios que resultam da exposi¢do a
eventos traumdticos realizados em humanos, principalmente de neuroimagem, tém
destacado a importancia de trés dreas do encéfalo, que sdo a amigdala, o cortex pré-
frontal medial e o hipocampo (Elzinga & Bremner, 2002; Sheline, 2003; Miller &
McEwen, 2006; Shin, Rauch, & Pitman, 2006; Liberzon & Sripada, 2007; Yehuda &
LeDoux, 2007; Bremner, Elzinga, Schmahl, & Vermetten, 2008; Drevets et al., 2008).
Os dados evidenciam a ocorréncia de aumento da ativacao da amigdala, reducdo da
ativacdo do cortex pré-frontal medial e prejuizos funcionais no hipocampo dos pacientes
com estresse pos-traumadtico (Shin et al., 2006; Liberzon & Martis, 2006; Yehuda &
LeDoux, 2007). Como ocorre com a depressdo, hd evidéncias de que o tamanho do
hipocampo é menor em pacientes com esse distirbio (Malberg, 2004; Sala, Perez,

Soloff, Ucelli di Nemi, Caverzasi, Soares, & Brambilla, 2004; Wang, Neylan, Mueller,

Lenoci, Truran, Marmar, Weiner, & Schuff, 2010).

1.3. AMIGDALA, HIPOCAMPO E O CORTEX PRE-FRONTAL MEDIAL

A amigdala é composta de varios grupos distintos de células agrupadas em
nicleos (Cardinal, Parkinson, Hall, & Everitt, 2002). Os ntcleos originalmente
denominados lateral, basal e acessorio formam a amigdala basolateral (ABL) (Davis &
Whalen, 2001). O complexo basolateral seria formado pela amigdala lateral, basolateral
e basomedial (Knapska & Kaczmared, 2004). As estruturas que ficam ao seu redor,

inclusive os nucleos central, medial e cortical formam o complexo amigdaloide. Este



17

complexo, juntamente com a amigdala basolateral, formam a amigdala (Davis &
Whalen, 2001). Em humanos, essa estrutura estd presente na regido temporal e &
associada ao comportamento ansioso e a memoria de eventos aversivos (Davis &
Whalen, 2001).

A amigdala tem sido reconhecida hd muito tempo como uma estrutura do
encéfalo importante na aquisicio e na expressio do medo’, sendo que evidéncias mais
recentes também a implicam na extincdo (Barad, Gean, & Lutz, 2006; Akirav &
Maroun, 2007; Muigg, Hetzenauer, Hauer, Hauschild, Gaburro, Frank, Landgraf, &
Singewald, 2008), ou seja, na supressao das respostas que permitem a sua observagdo. A
extin¢do, outra forma de aprendizado na qual o responder condicionado ao estimulo é
reduzido pela descontinuidade do pareamento, dependeria de estruturas especificas do
cérebro, que seriam a amigdala basolateral, o coértex pré-frontal e o hipocampo
(Delamater, 2004). Segundo Akirav e Maroun (2007) existem evidéncias indicando que
a ocorréncia da extin¢do seria dependente de alteragdes plasticas no cortex pré-frontal e
na amigdala basolateral.

Cardinal et al. (2002) sugerem que a amigdala basolateral seria necessdria para
que o estimulo neutro se torne condicionado, isto €, adquira valor do estimulo
incondicionado ao qual foi pareado, e como substrato de convergéncia sensorial das
areas corticais e subcorticais (Knapska & Kaczmared, 2004). Em paralelo, a amigdala
central (ACe) teria uma funcdo de organizacao das respostas do medo condicionado aos

estimulos fisicamente aversivos (Canteras, 2003). Assim, o sistema neural da resposta

" Termo subjetivo utilizado na literatura cientifica, aqui entendido como evento privado (estado interno)
eliciado por estimulo aversivo que denota perigo ou ameaga iminente, e que pode resultar na emissdo de
comportamento de defesa (Pinto, 2001), por exemplo, a resposta de fuga ou congelamento, e assim se
tornar acessivel a observacdo experimental. O medo é aqui considerado, portanto, um produto da
contingéncia ambiental proveniente de uma reacdo de defesa ao estimulo aversivo (Darwich &
Tourinho, 2005).
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condicionada a eventos aversivos, como a resposta de congelamento, seria mediado pela
substancia cinzenta periaquedutal e controlado pela amigdala central (Cardinal ef al.,
2002). O nucleo central da amigdala, no entanto, ndo parece estar envolvido na
organizacdo das respostas comportamentais quando, na contingéncia, um animal é
exposto ao seu predador natural (Canteras, 2003; Rosen, 2004; Takahashi, Nakashima,
Hong, & Watanabe, 2005).

A amigdala também parece ser necessdria para que a experiéncia seja retida. Na
literatura, o efeito chamado de facilitacao da mem(’)riag, ¢ caracterizado quando eventos
emocionalmente fortes sdo lembrados mais facilmente do que os eventos neutros. Esse
efeito dependeria da acdo de hormonios do estresse, como o cortisol, e da adrenalina na
amigdala basolateral (Paré, 2003), estrutura que apresenta conexdes com a amigdala
central, o hipocampo e o cértex pré-frontal (Davis & Whalen, 2001).

A formagao hipocampal € uma estrutura localizada abaixo do cértex do lobo
temporal em humanos, que é constituida pelo hipocampo (propriamente dito), o giro
denteado e o complexo subicular. O hipocampo propriamente dito, que apresenta o
formato de um C, é dividido nas subareas Cornus Ammonis 1,2 ¢ 3 (CA1, CA2 e CA3).
Essas subdreas sao conectadas entre si, com o giro denteado e com o cértex entorrinal,
por meio de um circuito denominado de tri-sindptico, formado pelas fibras da via
perforante, pelas fibras musgosas e da via colateral de Schaffer (Spencer & Bland,
2007). A formacdo hipocampal € caracterizada por uma organiza¢do em camadas onde

sdo identificados dois tipos principais de células, as células piramidais (hipocampo e

8 Na Andlise do Comportamento, o termo memoria tem cunho meramente descritivo, referindo-se ao
controle do comportamento atual por contingéncias passadas (Jans & Catania, 1980)). Nesse sentido, toda
e qualquer aprendizagem envolve memodria. No presente texto, eventualmente, sdo transcritas algumas
considera¢des na perspectiva da neurofisiologia onde o conceito de meméria apresenta outro tipo de
conotagdo, analisada em paralelo a aprendizagem.
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complexo subicular), e as células granulares (giro denteado), este tltimo em forma de
um V em razdo da unido das laminas de células supra e infrapiramidais (Spencer &
Bland, 2007). A formacao hipocampal € comumente denominada de “hipocampo”, como
em Lathe (2001), pressupondo a inclusdo do giro denteado em razao de sua posicao
muito préxima, o que serd adotado nesse trabalho.

O hipocampo (ou formagdo hipocampal) é uma estrutura que tem se mostrado
altamente sensivel ao estresse, sendo considerada importante para a regulacdo da
resposta a estimulos estressores (Kim & Diamond, 2002; Sala et al., 2004) e para a
plasticidade sindptica (Kim & Diamond, 2002; Neves, Cooke, & Bliss, 2008). Essa
estrutura é muito estudada em razao das evidéncias de sua importancia para os processos
relativos 2 memoria (Elzinga & Bremner, 2002). Como mencionado anteriormente, as
alteracdes no hipocampo tém sido relacionadas ao desenvolvimento do transtorno de
estresse poOs-traumdtico e da depressdo (Bremner, Narayan, Staib, Southwick,
McGlashan, & Charney, 1999; Sala et al., 2004)

A pesquisa, até hoje, tem enfocado de forma predominante os prejuizos que os
estimulos estressores podem causar a memoria, embora se saiba que a exposi¢ao esses
estimulos pode ter efeito contrdrio. Todos sabem que os eventos emocionalmente
carregados sao lembrados mais facilmente do que os eventos neutros e, por esta razao,
acredita-se que a amigdala exerca um complexo efeito modulador sobre o hipocampo, de
melhora ou supressdo, a depender do modo como a mesma € ativada (Abe, 2001).

Estudos com lesdes tém mostrado que a amigdala basolateral estd envolvida na
plasticidade hipocampal e que a estimulacdo dessa estrutura facilitaria a ocorréncia da
potenciacdo de longo prazo (do ingl€s, LTP) no giro denteado (Ikegaya, Saito, & Abe,

1995; Abe, 2001). A potenciacdo de longo prazo é um efeito de melhora duradoura da
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eficdcia sindptica provocada por estimulagdes elétricas tetanicas de curta duragcdo que é
aceito por muitos pesquisadores como modelo de aprendizagem e memoria (Herrera &
Robertson, 1996; Lynch, 2004), ainda que também existam evidéncias de que esse efeito
seja inadequado para essa finalidade (Shors & Matzel, 1997).

Segundo Bliss, Collingridge e Morris (2003), uma questdo importante que
precisa ser respondida € se os mecanismos neurais envolvidos na potenciacdo de longo
prazo seriam os mesmos da memoria e aprendizado, ou se estariam sobrepostos a estes.
Em outras palavras, questiona-se se 0 mecanismo da potenciacdo de longo prazo seria
apenas um modelo neural ou seria o mecanismo realmente utilizado pelo cérebro para
guardar as informagdes. Bliss et al. (2003) lembram que, como os processos envolvidos
na plasticidade sindptica e expressdo de proteinas sdo dinamicos, a longevidade da
potenciacdo de longo prazo ainda seria uma questao a ser respondida. Esses mecanismos
precisariam sustentar o aumento da for¢a sindptica por longos periodos para que possam
ser aceitos como um modelo de memoria valido (Bliss et al., 2003).

Atualmente a potenciac¢do de longo prazo € dividida em trés tipos de acordo com
a duracdo. A LTP1 ou early LTP com duracido de duas horas, a LTP2 com duragao de
quatro dias, e a LTP3 com duracdo de vinte e trés dias, as duas ultimas também
denominadas de late-LTP (Abraham, 2003; Knapska & Kaczmarek, 2004). Em 2002, no
entanto, Abraham e colaboradores anunciaram a obten¢@o de uma potenciacdo de longo
prazo estdvel no giro denteado do hipocampo que se prolongou por meses (Abraham,
Logan, Greenwood, & Dragunow, 2002; Abraham, 2003). Estudos como esse seriam
importantes porque eles demonstram que o mecanismo da potenciacdo de longo prazo

pode teoricamente sustentar uma expansdo temporal da memoria (Abraham, 2003), isto
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€, sustentar o aumento da forca sindptica por longos periodos de tempo anteriormente
mencionado por Bliss et al. (2003).

O cortex pré-frontal consiste de regides altamente interconectadas, que incluem o
cingulado anterior e os cortices pré-limbico e infralimbico, com caracteristicas ideais
para integrar informagdes. O cortex pré-frontal apresenta conexdes reciprocas com o0s
cortices sensdrio, motor e limbico, conexdes que permitiriam o seu funcionamento
independente do hipocampo (Frankland & Bontempi, 2005). Localizado no lobo frontal,
o cortex pré-frontal tem sido frequentemente relacionado aos processos de aprendizado e
memoria (Nestler et al., 2002; Jung, Baeg, Kim, Kim, & Kim, 2008), isto é, a aquisicao
de novos repertérios comportamentais € o comportamento de lembrar, que seriam de
grande relevancia no aparecimento da ansiedade, da depressdao e do transtorno de
estresse pos-traumdtico (Bremner et al., 1999; Bremner, Innis, Southwick, Staib,
Zoghbi, & Charney, 2000; Nestler et al., 2002).

O cortex pré-frontal medial, que é localizado medialmente ao férceps minor,
seria uma regido importante porque teria uma atuagao reguladora e de interface entre as
estruturas limbicas e corticais, modulando os sistemas envolvidos (Akirav & Maroun,
2007) e mediando as respostas em situagdes de estresse (Maroun & Richter-Levin,
2003). H4 evidéncias que sugerem que o cortex pré-frontal medial possui um papel
critico para a retengdo e extingdo de memorias (Milad, Rauch, Pitman, & Quirk, 2006;
Akirav & Maroun, 2007), as quais dependeriam de circuitos que podem estar
morfoldgica e funcionalmente comprometidos nos individuos que sofrem do transtorno
de estresse pds-traumdtico (Quirk, Garcia, & Gonzélez-Lima, 2006). Em outras palavras,
o cortex pré-frontal medial seria importante para manutengdo e a supressao das respostas

condicionadas ao estimulo aversivo, que por sua vez dependeriam de circuitos neurais
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que podem estar morfologicamente alterados ou disfuncionais nos individuos
traumatizados. A extingdo da memoria aversiva, ou seja, a supressdao da resposta
condicionada eliciada pelo estimulo aversivo, exigiria como pré-requisito um novo
aprendizado envolvendo o cortex pré-frontal medial e suas projecOes para a amigdala
(Likhtik, Pelletier, Paz, & Paré, 2005), e esse aprendizado dependeria da ocorréncia de
alteracdes pldsticas em ambas as estruturas (Akirav & Maroun, 2007).

Em termos neuroanatdmicos, a existéncia de convergéncia e interagdo das
projecoes amigdalares e hipocampais no cortex pré-frontal foi evidenciada também em
ratos (Ishikawa & Nakamura, 2003, 2006), e alteracdes sindpticas no hipocampo de
animais submetidos ao modelo do desamparo aprendido tém sido detectadas (Hajszan et

al., 2009).

1.4. GENES DE ATIVACAO IMEDIATA

Os genes de ativacdo imediata sdo uma classe de genes cuja indugdo ocorre de
forma imediata e transiente apds a estimulacdo extracelular (Sheng & Greenberg, 1990),
dando origem a proteinas que apresentam diversas funcdes celulares (Chaudhuri,
Zangenehpour, Rahbar-Dehgan, & Ye, 2000). A ativagdo desse tipo de gene foi
inicialmente caracterizada em células ndo neuronais (Sheng & Greenberg, 1990).

O significado funcional da expressdo dos genes de ativacdao imediata no cérebro
ainda é pouco conhecido (Thiriet, Zwiller, & Ali, 2001), suas proteinas possivelmente
regulam a transcri¢do de outros genes que, por sua vez, devem participar de mecanismos

que irdo gerar mudancas celulares de longo prazo (Herdegen & Leah, 1998; Lanahan &
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Worley, 1998; Malkani & Rosen, 2000; Davis, Bozon, & Laroche, 2003). Em outras
palavras, a sua indugdo, que ocorre em um grande nimero de situacdes, pode constituir
uma ligac@o entre os estimulos externos e as alteracdes de longo prazo nos fendtipos
celulares (Herrera & Robertson, 1996; Thiriet et al., 2001). A expressdao neural dos
genes de ativacdo imediata, induzida pelo estresse e exploracdo de ambientes novos,
produziria os fatores de transcricdo (Gallitano-Mendel, Izumi, Tokuda, Zorumski,
Howell, Muglia, Wozniak, & Milbrandt, 2007), que seriam proteinas uteis para a
reorganizacdo plastica das conexdes das sinapses (Lanahan & Worley, 1998;
Kaczmarek, 2000). A elucidag¢do dos padrdes individuais de expressao desses fatores de
transcricao no sistema nervoso pode contribuir para a compreensdo da capacidade dos
neurdnios de reagir aos estimulos ambientais com modificacdes na expressao dos genes
(Herdegen, Kovary, Buhl, Bravo, Zimmermann, & Gass, 1995), sendo as proteinas das
familias Fos (Finkel e Osteogenic Sarcoma) e Egr (Early Growth Response) exemplos
desses fatores de transcri¢do (Herdegen et al., 1995).

Os genes de ativacdo imediata c-fos e egr-1, respectivamente das familias Fos e
Egr, estaio amplamente distribuidos por todo o encéfalo e t€ém sido utilizados como
marcadores funcionais da atividade dos neurénios (Dragunow & Faull, 1989; Chaudhuri,
1997; Krukoff, 1998; Zangenehpour & Chaudhuri, 2002; Davis et al., 2003), sendo
ferramentas importantes para o estudo da atividade neuronal apesar da existéncia de
certas limitacdes (Chaudhuri, 1997; Kovacs, 2008). Numerosos trabalhos tém
demonstrado a inducao dos genes fos e egr-1 em determinadas dreas do encéfalo mesmo
na auséncia de qualquer estimulacio intencional. A expressao desses genes em ratos nao
submetidos a tratamento sugere que seus fatores de transcri¢do tém papel funcional no

encéfalo de animais nao tratados (Herdegen et al., 1995). Atualmente sabe-se que a
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expressdo desses genes estd fortemente ligada a estimulac@o sindptica e que as suas
proteinas podem ter participacdo em aspectos importantes do funcionamento normal da
célula, embora os papéis fisioldgicos precisos das proteinas ainda sejam desconhecidos
(Chaudhuri et al., 2000).

O oncogene ‘v-fos’ foi isolado do virus FBJ-MSV (Finkel-Biskis-Jinkins murine
osteogenic sarcoma virus) em 1982, e a sua versdo celular ‘c-fos’ descrita
posteriormente (Herrera & Robertson, 1996; Herdegen & Leah, 1998). O proto-
oncogene c-fos, um dos primeiros genes de ativagao imediata a ser caracterizado (Sheng
& Greenberg, 1990), codifica para a proteina Fos que, juntamente com produtos da
familia Jun, fazem parte de um complexo proteico que se liga ao complexo AP-1
(activator-protein 1) presente em alguns genes de ativacdo tardia. Essa ligacdo
permitiria a expressdo dos produtos neuronais diferenciados desses genes, como os
neurotransmissores e suas enzimas de sintese (Krukoff, 1998).

A funcgdo reguladora da proliferacdo celular do gene c-fos tem sido sugerida
desde a observacao de sua ativacgdo por fatores de crescimento (Sheng & Greenberg,
1990), e atualmente ha evidéncias da participacdo de seu fator de transcricdo nos
mecanismos moleculares relacionados a proliferacdo, diferenciacdo celular, apoptose e
transformagdo  maligna, apresentando também  vdrias fungdes  bioldgicas
(desenvolvimento e homeostase do tecido, respostas celulares) e de supressdo de
tumores em varios tipos de canceres (Durchdewald, Angel, & Hess, 2009).

O gene c-fos tem sido o marcador de atividade neuronal do sistema nervoso
central mais amplamente utilizado na pesquisa, entre outras razdes, por apresentar
baixos niveis de expressdao em condi¢des basais e poder ser facilmente combinado com

outros tipos de marcadores (Kovdcs, 2008). Ha evidéncias que indicam que a expressao
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da proteina Fos pode estar estreitamente correlacionada as mudangas de longo prazo da
funcdo neuronal, de maneira que sua expressao pode ser um pré-requisito para esse tipo
de alteracao tanto nos neurdnios como em outros tipos de células (Kaczmarek, 2000). O
papel do gene c-fos no armazenamento da informacdo no sistema nervoso central foi
proposto devido a sua rdpida e transiente indugdo e a localizagdo de seu produto no
nucleo celular (Herrera & Robertson, 1996). Mais recentemente, a importancia do gene
c-fos na consolidacdo da memdria teria sido confirmada por meio de experi€éncias com
camundongos knockout e por meio de experimentos que bloquearam a traducdo do seu
RNA mensageiro (Kubik, Miyashita, & Guzowski, 2007).

O gene egr-1 (também denominado de zif268, zenk, krox-24, TIS-8 e NGFI-A) é
o membro da familia Egr mais amplamente estudado em processos de plasticidade
sindptica em contextos que envolvam o aprendizado (Poirier, Cheval, Mailhes, Garel,
Charnay, Davis, & Laroche, 2008). O gene zif268 foi identificado por Lau and Nathans
em fibroblastos de camundongos em 1987 e, no mesmo ano, o gene NGFI-A (nerve
growth factor-inducible gene A) foi isolado de células de rato por Milbrandt (Herdegen
& Leah, 1998; Knapska & Kaczmarek, 2004).

O gene egr-1 pertence a categoria dos genes de ativacdo imediata porque é
ativado na auséncia de sintese de novas proteinas e codifica um fator de transcricao que
apresenta um padrdo distinto de expressdo no encéfalo, sendo o mesmo considerado
importante porque atuaria em conjunto com outros fatores de transcri¢do na modulacio
(ativando ou reprimindo) de outros genes (Knapska & Kaczmarek, 2004). A expressao
desse gene ocorreria in vivo em neurdnios maduros do sistema nervoso adulto, sendo

que o papel de sua proteina ainda ndo esté claro; ela estaria envolvida no crescimento e
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diferenciacdo da célula, bem como nas mudancas metabdlicas e estruturais da célula
neuronal madura, fazendo parte de um complicado sistema regulador (Knapska &
Kaczmarek, 2004). Muitos autores tém proposto um papel direto da proteina Egr-1 no
controle da proliferacdo celular, aumentando (Perez-Castillo, Pipadn, Garcia, &
Alemany, 1993; Thiel & Cibelli, 2002) ou reduzindo a crescimento das células (Huang,
Liu, Fan, Mercola, & Adamson, 1995; Liu, Adamson, & Mercola, 1996). Ha estudos
demonstrando a atuagdo da proteina Egr-1 na regulacio da proliferacio celular,
aumentando ou reduzindo a progressao de tumores (Calogero, Lombari, De Gregorio,
Porcellini, Ucci, Arcella, Caruso, Gagliardi, Gulino, Lanzetta, Frati, Mercola, & Ragona,
2004).

Estudos recentes mostram que o gene egr-1 € ativado apds a estimulagdo tetinica
indutora da potenciacdo de longo prazo, e que essa ativacdo seria essencial para a
ocorréncia de alteracdes plasticas neuronais na transicdo das memorias de curto para
longo prazo (Jones, Errington, French, Fine, Bliss, Garel, Charnay, Bozon, Laroche, &
Davis, 2001), participando deste modo do mecanismo celular que preservaria as
lembrangas de forma duradoura (Davis et al., 2003; Bruel-Jungerman, Davis, Rampon,
& Laroche, 2006).

A expressdo do gene de ativacdo imediata egr-/ tem sido considerada essencial
para a sobrevivéncia de memorias aversivas condicionadas, com estudos
comportamentais e eletrofisiolégicos realizados em camundongos mutantes (Jones et al.,
2001) evidenciando de maneira direta o envolvimento do gene egr-I na plasticidade
sindptica e memoria (Bozon, Davis, & Laroche, 2002). A participacio do gene egr-1 nos

mecanismos de plasticidade sindptica e consolidagdo da memdria foi confirmada, por
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exemplo, por meio da dele¢do funcional do gene em camundongos testados em labirinto
aquético (Kubik et al., 2007). Assim, ainda que os mecanismos moleculares especificos
ndo estejam ainda definidos em razao da ndo identificacdo dos genes alvos no encéfalo,
considera-se ser clara a funcdo mediadora da proteina Egr-1 na expressao de genes em
alguns processos de aprendizado e memoria (Li, Carter, Gao, Whitehead, & Tourtellotte,
2005).

Na presenca de estimulacdo extracelular, as proteinas expressas pelos genes c-fos
e egr-1 seriam as primeiras a aparecer apds uma série de eventos que podem incluir a
ligacdo do glutamato a receptores NMDA, ativacdo de canais de cdlcio sensiveis a
voltagem apés despolarizacdo da membrana, com consequente influxo de Ca®* na célula
e ativacdo de quinases que resultariam na produgdo de outros fatores de transcricao
como o CREB (Chaudhuri, 1997; Chaudhuri et al., 2000). Estes fatores ativariam as
regides promotoras dos genes c-fos e egr-1 no nucleo da célula, produzindo o RNA
mensageiro que, no citoplasma, daria origem as proteinas Fos e Egr-1. Essas proteinas,
de volta ao nicleo, teriam influéncia sobre a expressdo dos genes de resposta tardia
(Chaudhuri, 1997).

Acredita-se que tanto o gene c-fos quanto o egr-1 participem de processos que
envolvam a aprendizagem (Herdegen & Leah, 1998; Tischmeyer & Grimm, 1999; Davis
et al., 2003; Kubik et al., 2007), ainda que a ativacdo do gene c-fos aparentemente nao
seja necessdria para a potenciacdo de longo prazo, nem seja per se relacionada ao
estresse, excitacao ou estimulacdo sensoria (Herrera & Robertson, 1996). A expressao
aumentada do gene c-fos tem sido detectada em resposta a uma variedade de estimulos,

incluindo a potenciagdo de longo prazo, mas a sua associacdo a tantos tipos de
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estimulacdo leva a possibilidade de que a sua expressdao seja relacionada a atividade

neuronal e ndo a plasticidade sindptica (Alberini, 2009).

1.5. MEMORIA E APRENDIZAGEM

Diversas sao as defini¢des existentes para os termos memdria € aprendizagem.
Se em Andlise do Comportamento memdria refere-se a comportamentos controlados por
experiéncias que ocorreram no passado (Jans & Catania, 1980), ou seja,
comportamentos aprendidos, nessa perspectiva pesquisar memdria seria investigar os
processos envolvidos na aquisicdo do comportamento, bem como na reducido do seu
controle pelas contingéncias passadas (Branch, 1977). Alguns analistas do
comportamento distinguem memoria de aprendizagem, tal qual Staddon (2003) que
define que aprendizagem seria uma mudanca no comportamento que ocorre com O
tempo e a experiéncia, e memoria um efeito de um evento que ocorreu no passado no
comportamento futuro, uma mudanga de estado causada por um estimulo associado a um
evento que ocorreu previamente. Em uma perspectiva neurofisiolégica cognitivista, o
termo aprendizagem refere-se a aquisi¢do de informacdo que decorre da experiéncia
individual, em geral como resultado de um processo € ndo de uma mudanca instantanea,
enquanto memdria refere-se a persisténcia da informagdo no sistema nervoso ao longo
do tempo (Howard, 1995). Na definicao de Kandel, Schwartz, e Jessell (2000) tanto a
memoria quanto a aprendizagem sao processos. A memdoria seria o processo pelo qual o
conhecimento € codificado, armazenado e posteriormente lembrado, e a aprendizagem o

processo pelo qual o conhecimento € adquirido. J4 Vanderwolf (2007) coloca que, “em
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termos comportamentais, aprendizagem e memoria referem-se ao estabelecimento de
mudancas adaptativas duradouras no comportamento que dependem da experiéncia que
ocorre no tempo de vida de um individuo” ° e que “em termos neurocientificos,
aprendizagem e memdria referem-se ao estabelecimento e manutencdo de mudangas
dependentes da experiéncia na transmissdo sindptica no sistema nervoso” ° (p. 67).

Do ponto de vista neurofisioldgico, geralmente analisa-se a memodria como um
processo complexo que depende de diversas estruturas neuro-anatomicas, sendo
didaticamente classificada em estdgios, dos quais os principais seriam a aquisicao, a
consolidagdo e a revocacdo (Abel & Lattal, 2001). Jans e Catania (1980) consideram que
o episddio do lembrar incluiria ao menos trés componentes, denominados na pesquisa da
memoria humana, de armazenamento, reteng@o e revocacao.

Uma das funcdes do cérebro parece ser a de propiciar a adaptagdo do organismo
ao ambiente, adaptacdo essa que se faz por meio do constante aprendizado. Os eventos
aversivos normalmente deveriam ser adaptativos, entretanto, algumas vezes podem
contribuir para o aparecimento de distirbios psicoldgicos nos individuos, o que torna
muito importante o entendimento dos principios comportamentais € mecanismos neurais
do aprendizado em condi¢des aversivas (Kim & Diamond, 2002; Maren, 2003; Akirav
& Maroun, 2007).

Os neurobiologistas atualmente acreditam que ja compreendem como novas

memorias sdo formadas, mas que ainda ndo descobriram como as mesmas se tornam

? Traduzido do original “In behavioral terms, learning and memory refer to the establishment and
maintainance of long-lasting experience-dependent adaptive changes in behavior occurring within the
lifetime of one individual”

' Traduzido do original “In neuroscientific terms, learning and memory refer to the
establishment and maintainance of experience-dependent changes in synaptic transmission in the nervous
system”.
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permanentes (Izquierdo & Cammarota, 2004; Frankland & Bontempi, 2005). Em outras
palavras, supde-se que os mecanismos celulares pelos quais as experiéncias sdo retidas
pelo organismo no curto prazo ja sejam conhecidos, embora ainda ndo tenham sido
descobertos os mecanismos que promovem a retencdo no longo prazo, mecanismos
esses que levariam a persisténcia das respostas aos estimulos associados a experiéncia.
Independentemente disso, estd se tornando evidente que o processo necessario para
assegurar a permanéncia das mesmas € tempo-dependente (Izquierdo & Cammarota,
2004; Wiltgen, Brown, Talton, & Silva, 2004).

Os neurocientistas referem-se com frequéncia a teoria de consolidacdo, que
defende que ha dois tipos de consolidacao necessarios a estabilizagdo da memoria, isto é,
dois tipos de mudangas morfoldgicas nos circuitos sindpticos para que a experiéncia seja
retida pelo organismo. O primeiro tipo de modificagdo morfoldgica, a consolidacao
sindptica, mais rapida, envolveria a estabilizacdo de alteracdes nas conexdes sindpticas
de circuitos localizados. As mudancas morfoldgicas nos circuitos hipocampais seriam
um exemplo deste tipo de consolidagdo. A ativacdo sindptica decorrente do estimulo
iniciaria uma cascata neuroquimica que provocaria a ativacao de segundo mensageiros,
de fatores de transcri¢do e sintese das proteinas necessdrias as mudancgas estruturais
(Frankland & Bontempi, 2005; Bruel-Jungerman et al., 2006). Segundo Alberini (2008)
ha evidéncias fortes e consistentes que levam a conclusdo de que a sintese de proteinas
especificas € essencial para a ocorréncia de plasticidade sindptica duradoura e formacao
da memoria de longo prazo (Bozon et al., 2002).

O segundo tipo de alteracdo, a consolidagdo no sistema, envolveria a
reorganizacdo sindptica em regides encefalicas corticais especificas, e ocorreria de uma

maneira mais prolongada e gradual (Frankland & Bontempi, 2005). Esse processo, no
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qual o cértex pré-frontal parece ter um papel privilegiado, pode seguir um principio
geral entre as espécies (Frankland & Bontempi, 2005). A teoria de consolidagdao assume
que a sucessiva reativacdo da rede de conexdes hipocampo-corticais, que ocorreria de
forma rdpida e tempordria, teria como consequéncia um progressivo, mas lento e
duradouro, fortalecimento das conexdes entre as dreas corticais, 0 que permitiria que
novas memorias se tornassem independentes do hipocampo ao serem gradualmente
integradas as regides corticais (Wiltgen et al., 2004; Frankland & Bontempi, 2005).
Outra teoria, proposta em 1997 e denominada de teoria dos miiltiplos tragos'",
defende que a reativacdo das memorias (isto €, o comportamento de lembrar/recordar)
iniciaria um processo de reorganizaciao das conexdes sindpticas também no hipocampo,
e nao somente nas redes corticais como defende a teoria da consolidacdo (Frankland &
Bontempi, 2005). A possibilidade de que a ocorréncia de diferentes formas de
plasticidade resulte nas diferencas que t€ém sido observadas entre o hipocampo e o
neocortex, inclusive na formacao de novas conexdes entre neurdnios anteriormente nao
conectados, também existe (Frankland & Bontempi, 2005). Uma nova hipétese, que
aventa a possibilidade de que a revocagdo de uma lembranca possa permitir que a

mesma seja modificada, tem sido denominada de reconsolidac@o (Abel & Lattal, 2001).

1.6. O DESAMPARO APRENDIDO E OS GENES C-FOS E EGR-1

A expressdo neuronal do gene c-fos no modelo animal do desamparo aprendido

11 Para maiores detalhes, consultar Nadel, L., & Moscovitch, M. (1997). Memory consolidation,
retrograde amnesia and the hippocampal complex. Current Opinion in Neurobiology, 7(2), 217-227.
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tem sido o objeto de estudo de alguns artigos cientificos, sendo estes caracterizados pela
diversidade principalmente em relagdo a metodologia e/ou enfoque cientifico. Estudos
que pesquisem a atividade neuronal do gene egr-I ou a expressdo simultanea das
proteinas Fos e Egr-1 no modelo do desamparo aprendido ndo foram encontrados.
Embora a expressdao dos genes c-fos e egr-1 se sobreponha ao longo do tempo
(Zangenehpour & Chaudhuri, 2002), caracteristicas distintas em sua ocorréncia tém sido
observadas em outros estudos (Wisden, Errington, Williams, Dunnett, Waters,
Hitchcock, Evan, Bliss, & Hunt, 1990), tornando interessante que o estudo da expressao
desses genes seja realizado de maneira simultanea. Os estudos sobre a imunorreatividade
para a proteina Fos que apresentaram caracteristicas mais proximas a este estudo estao
descritos a seguir.

Steciuk, Kram, Kramer, e Petty (1999) examinaram a imunorreatividade para a
proteina Fos em regides do encéfalo de ratos machos expostos a procedimento para
inducdo do desamparo aprendido. No primeiro dia do experimento, dois grupos nao
receberam choques. Um grupo permaneceu no biotério e o outro foi colocado nos tubos
de restricdo. Outro grupo de animais foi igualmente colocado em tubos de restricdo,
recebendo, através da cauda, 100 choques randdomicos de 1 mA, duracdo de 5 s. No
segundo dia todos os sujeitos foram submetidos a 30 choques, ministrados no piso da
caixa experimental (shuttlebox) com duragdo de 30 s cada. Os choques eram desligados
ap6s uma resposta de correr ao compartimento oposto da caixa (FR1) nas 5 primeiras
tentativas e apds duas respostas, ir e vir (FR2), nas 25 tentativas subsequentes. Os
animais do grupo que recebeu choques no tratamento foi separado em dois subgrupos,
um composto pelos animais que apresentaram desamparo, e outro dos que nao

apresentaram esse efeito, sendo essa divisdo realizada pela aplicacdo de um critério
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baseado nas laténcias dos animais ingénuos no teste. No terceiro dia todos os sujeitos
(ingé€nuo, restri¢do, grupos com e sem desamparo) receberam 20 minutos de choques na
cauda e, duas horas ap6s o inicio da sessdo, foram anestesiados com pentobarbital e
perfundidos. Seccoes coronais de 50 micrémetros (um) dos encéfalos foram obtidas em
micrétomo sob congelamento, tratadas para imunodetec¢ao de Fos por meio do método
ABC Elite e revelacio com diaminobenzidina (DAB). As estimativas dos ntcleos
positivos para Fos foram realizadas no cortex pré-frontal medial, nicleo septal lateral,
nucleo paraventricular hipotalamico, cortex amigdaldide, nicleo amigdaléide medial e
nicleo amigdaléide Dbasolateral. Os resultados evidenciaram uma maior
imunorreatividade para a proteina Fos no nicleo paraventricular hipotalamico e na
amigdala para os animais ingé€nuos. O principal resultado encontrado foi uma
significativa redu¢do da imunorreatividade observada no nicleo septal lateral dos
sujeitos do grupo com desamparo. Os autores concluiram que a drea septal € importante
na mediacao das respostas comportamentais ao estresse inescapavel.

Huang, Cheng, Hong, e Tsai (2004) pesquisaram a expressao do gene c-fos em
camundongos machos em dreas do encéfalo consideradas de interesse para o estudo da
depressao e estresse. Foram estudados trés grupos de animais, um grupo controle que
permaneceu na gaiola, e outros dois grupos que foram expostos a uma pré-sessao de
choques (0,6 mA, 5 s de duragdo a cada 6 s) em uma shuttlebox. O propésito da pré-
sessdo de choques nesse primeiro dia era de selecionar os animais com menos de 10
falhas em 30 tentativas. Os animais selecionados, do segundo ao quarto dia, foram
presos pela cauda a uma grade de inox recebendo 300 choques nas patas (0,6 mA, 10 s
de duracdo, intervalo médio de 45 s). No quinto dia cada camundongo foi submetido ao

teste de fuga (30 tentativas, 0,6 mA, 5 s de duracdo méxima, intervalo médio de 30 s),
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em seguida anestesiado com pentobarbital e perfundido. Os sujeitos com mais de 20
falhas de resposta foram considerados com desamparo (LH) e aqueles com 10 ou menos
falhas considerados sem desamparo (NLH). Secc¢des coronais de 30 um obtidas em
criostato foram tratadas para Fos por meio do método ABC Elite e reveladas com DAB.
As estimativas dos nudcleos imunorreativos para Fos foram efetuadas no cértex pré-
frontal medial, dreas CA1, CA2, CA3 e DG do hipocampo, nicleo septal lateral, niicleo
accumbens, amigdalas basolateral e central, e niicleo hipotalamico paraventricular. Os
resultados mostraram uma menor imunorreatividade no giro denteado do hipocampo, no
cortex pré-frontal medial e no nicleo septal lateral para o grupo LH na comparagdao com
o grupo NLH e uma maior imunorreatividade no CPFm para os sujeitos NLH em
comparacdo com o grupo controle. Também foi encontrada uma maior
imunorreatividade no nucleo paraventricular hipotaldmico para o grupo LH em
comparacao com o grupo NLH. Os pesquisadores concluiram que o nicleo septal lateral,
o nucleo paraventricular hipotalamico e o giro denteado do hipocampo estdo associados
ao desenvolvimento do desamparo aprendido em camundongos.

Castro-Alamancos, Borrell, e Garcia-Segura (1992) investigaram a expressdo do
gene c-fos no cortex motor € no hipocampo de ratos machos. O objetivo dos autores
deste trabalho era estudar os efeitos do aprendizado sob estimulagdo aversiva onde a
resposta de pressdo a barra desligava o choque (fuga). Os animais foram divididos em
trés grupos. O grupo controle participou de todo o experimento, porém sem levar
choques. Os outros dois grupos, um que podia desligar o choque (TR) e o outro acoplado
(YK), participaram de treinamento sob contingéncia de esquiva sinalizada com duas
luzes, uma de cada lado da barra, com uma sessdo por dia durante 6 dias consecutivos. O

animal acoplado recebia choques da mesma intensidade, duracdo e frequéncia que o
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animal do grupo TR, sem a possibilidade de desliga-los. A cada sessdo os animais foram
expostos a 30 tentativas espacadas entre si por 5 s, cada uma iniciando com as luzes que
permaneciam por 3 s seguidas de um choque (0,3 mA) liberado através do piso da caixa
experimental por 15 s. Se a resposta de pressdo a barra ocorresse durante as luzes, elas
eram desligadas e o choque nao era apresentado (esquiva). Caso a resposta nao ocorresse
no periodo de 3 s de luz, o choque era liberado, podendo ser desligado com a resposta de
pressdo a barra ou, em sua auséncia, apos 15 s do inicio do choque, iniciando-se novo
intervalo entre tentativas. No sétimo dia esses animais foram expostos a mesma
contingéncia, desta vez com 50 tentativas, enquanto o animal controle permanecia na
caixa, sem levar choques. Trés horas apds a sessdo, todos os animais foram anestesiados
com pentobarbital e perfundidos. Seccdes coronais de 70 um obtidas em micrétomo
foram submetidas a reacdo para Fos (Fos-like) utilizando o método ABC Elite e
revelacdo com DAB. Os resultados evidenciaram maior imunorreatividade nas areas
motoras, mas o resultado ndo mostrou diferencas significantes no giro denteado do
hipocampo entre os grupos TR e YK. Os autores chegaram a conclusdo de que a
expressdo do gene c-fos no giro denteado do hipocampo se deve a apresentacdo de

estimulos sensoriais € ndo a ativagdo especifica associada a processos de memoria e

aprendizagem.
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2. OBJETIVOS

O proposito principal do presente experimento foi investigar os padrdes de
ativacdo neuronal em diferentes areas do encéfalo de ratos submetidos ao modelo do
desamparo aprendido, avaliando se a imunorreatividade para as proteinas Fos e Egr-1
estd diferencialmente alterada quando € constatada a ndo aprendizagem como funcio de
choques incontroldveis (desamparo aprendido). O experimento examinou a ativacao
neuronal na amigdala, coértex pré-frontal medial e hipocampo, que sdo citadas na
literatura como funcionalmente importantes para os mecanismos neurobiolégicos da
memoria e aprendizagem, em razao das evidéncias da participacdo dos genes c-fos e egr-
1 em tais mecanismos.

Os objetivos especificos deste trabalho foram de analisar (1) as estimativas do
nimero de nicleos imunorreativos para as proteinas Fos e Egr-1, prioritariamente para o
hipocampo, cortex pré-frontal medial e amigdala, e as possiveis alteragdes decorrentes
da exposicdo aos choques inescapdveis; (2) as estimativas do numero de nucleos
imunorreativos para a proteina Egr-1 comparativamente aos dados obtidos para a
proteina Fos nas estruturas ou dreas estudadas; (3) os resultados significantes de
imunorreatividade para a proteina Fos comparativamente aos resultados publicados em
outros estudos que tenham em comum com este trabalho o gene marcador de ativacao

neuronal, as areas encefalicas e o modelo animal.
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3. METODO

3.1. SUJEITOS

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
machos, experimentalmente ingénuos, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Os animais foram transportados
para o biotério do Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo (IP/USP) com a
idade aproximada de 45 dias, sendo mantidos em gaiolas coletivas até a idade
aproximada de 90 dias, quando foram transferidos para gaiolas suspensas individuais.
Esse biotério funcionava com sistema de controle da temperatura ambiente (22 + 1 °C) e
renovacao continua do ar, com ciclo de 12 horas luz/escuro (7 as 19 horas). Os sujeitos
foram identificados, pesados e mantidos em suas gaiolas por um periodo minimo de 7
dias antes do inicio dos procedimentos experimentais, que ocorreram durante o periodo
de luz. As sessdes de tratamento e teste de fuga foram realizadas entre 8 e 14 horas. Os
animais foram alimentados com racdo seca balanceada (Nuvital®) e dgua ad libitum.
Pesagens semanais foram realizadas com a finalidade de acompanhar a saide dos
sujeitos. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho, identificado sob o
ndmero de protocolo 010/2008, foram aprovados pela Comissio de Etica em Pesquisa
com Animais (CEPA) do Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo

A).
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3.2. EQUIPAMENTOS

3.2.1. Desamparo Aprendido

Para a realizacdo do procedimento de inducdo do desamparo aprendido, que
ocorreu no Laboratério de Anédlise Biocomportamental (IP/USP), foram utilizados dois
tipos de caixas experimentais. A caixa utilizada no tratamento era cibica, medindo 21,5
X 21,5 X 21,5 cm (comprimento, largura e altura), com a parte frontal em acrilico
transparente e as demais em aluminio, apresentando um orificio de 3 cm de diametro
localizado a 6 cm do piso na sua parede lateral direita. O piso dessa caixa era composto
por barras de latdo de 0,3 mm de didmetro, distantes 1,3 cm entre si, conectadas a um
estimulador elétrico (Solid State Shocker Scrambler) Lehig Valley 113-33. Ao ser
acionado o estimulador de choques, o piso dessa caixa se tornava eletrificado.

A caixa utilizada nos testes de aprendizagem, usualmente denominada de
shuttlebox, era alongada, medindo 50,0 X 15,5 X 20,0 cm (comprimento, largura e
altura). Essa caixa, que pode ser observada na Figura 1, era construida em acrilico preto
fosco, excetuando a parede frontal que era transparente. Uma diviséria de acrilico
dividia a caixa em dois compartimentos de medidas iguais. Na diviséria, um orificio de
7,5 cm de altura e 6,0 cm de largura nesta parede, localizada a 8,0 cm acima do piso,
possibilitava ao animal passar de um compartimento ao outro por meio da resposta de
saltar. O piso de ambos os compartimentos, bem como a superficie inferior do orificio
da diviséria, eram constituidos de barras de latdo de 0,3 mm de didmetro, distantes 1,3
cm entre si, conectadas a um gerador de choques elétricos em corrente alternada, ligado

a um alternador de polaridades (shock scrambler), ambos de marca BRS Foringer,
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modelo 901. Os pisos dos dois compartimentos podiam ser inclinados nos extremos da
caixa, com movimentos independentes entre si. Como o piso de cada compartimento era
sustentado por molas laterais, o peso do rato promovia a inclinacdo apenas do piso do
compartimento no qual ele se encontrava. Essa inclinacio acionava um microswitch que
registrava automaticamente a sua presenca nesse compartimento. Os choques eram
liberados nas barras da diviséria e no piso do compartimento onde o animal estivesse
situado. Dessa forma, ao transpor a barreira diviséria e chegar no compartimento oposto,

o animal tocava em piso ndo eletrificado.

Figura 1 — Caixa de teste de aprendizagem de fuga (shuttlebox) utilizada durante o
experimento. A caixa distingue-se das usualmente citadas na literatura em funcdo do
orificio que permite a passagem entre os compartimentos ser elevado, exigindo a
resposta de saltar, ao invés da resposta de correr registrada nas caixas onde a abertura
fica ao nivel do piso (ver Hunziker & Santos, 2007).

A umidade do ar no laboratério onde os experimentos ocorreram foi mantida
automaticamente entre 40 e 70% por meio de um desumidificador Arsec Mod 160 M3-

U, e o valores de umidade aferidos com o uso de um higrometro (Prdzisions
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Hygrometer, West Germany). Um equipamento de ar condicionado mantinha a
temperatura ambiente.

O controle e os registros de dados das sessdes foram realizados por um
microcomputador 486 IBM (International Business Machines Corp., Armonk, NY, USA)
controlado por programa em linguagem Delphi 6.0 (Borland Software Corp., Scotts

Valley, CA, USA), especialmente desenvolvido para este tipo de pesquisa.

3.2.2. Perfusao Transcardiaca

O procedimento de perfusdo transcardiaca foi realizado em capela de exaustdao
com a utilizacio de uma bomba de pressdo Masterflex® (Cole Parmer Instrument

Company., Chicago, IL, USA) e instrumentos cirdrgicos.

3.2.3. Imuno-histoquimica

As secgoes dos encéfalos foram obtidas por meio de micrétomo de deslizamento
Leica® SM 2000R (Leica Instruments, Germany). Durante o tratamento imuno-
histoquimico, as seccdes foram lavadas sob agitacdo em mesas agitadoras de Kline
modelo NT 151 (Nova Técnica, Piracicaba, SP, Brasil) e incubadas em rotor Roto-
Torque® modelo 7637 (Cole-Parmer Instrument Company, Chicago, IL, USA). Visando
sua preservagdo, os materiais foram mantidos a 4°C em refrigeradores (Metalfrio, Sdo
Paulo, SP, Brasil), ou em solucdo antifreeze a -20°C em freezer Electrolux® modelo
FE22 (Electrolux, Sao Paulo, SP, Brasil), a -70°C em freezer REVCO® (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA), ou a -80°C em freezer NuAire® (Nudire Inc.,

Plymouth, MN, USA). As secgdes dos encéfalos foram montadas sobre laminas
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gelatinizadas e secas em placa quente a 40°C (Slide Warmer Fisher Scientific, Pittsburg,
PA, USA). As reacdes para revelagdo dos nicleos imunorreativos, intensificacdo da
reacdo e desidratacdo das laminas ocorreram em capelas de exaustdo adequadas para

esse fim.

3.2.4. Quantificacao da Imunorreatividade

A estimativa do nimero de nicleos imunorreativos foi realizada por meio de
microscOpio de luz Leitz Aristoplan (Leica Instruments, Germany) conectado a um
microcomputador Macintosh® (Apple Computer Inc., Cupertino, CA, USA) equipado
com o programa NIH Image versdo 1.59 (W. Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). A identificacdo das estruturas encefalicas foi realizada por meio
de atlas estereotdxico de encéfalo de rato (Paxinos & Watson, 2005). Imagens digitais
para ilustracdo foram obtidas por meio de camera digital Nikon DXM 1200 acoplada a

um microscopio Nikon Eclipse E1000 (Nikon Corporation, Tokyo, JP).

3.3. PROCEDIMENTO

3.3.1. Adaptacao

O experimento iniciou-se pelo periodo de adaptacdo dos animais as caixas
experimentais, o que ocorreu durante trés dias consecutivos. Em cada um dos trés dias
de adaptacdo, o animal era trazido do biotério para o laboratério onde permanecia

durante 30 minutos na caixa a ser utilizada posteriormente no tratamento, 30 minutos na
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caixa a ser utilizada posteriormente no teste (shuttlebox) e, por ultimo, por outros 30
minutos na sala onde posteriormente seria submetido a anestesia. Durante o tempo em
que permanecia nas duas caixas o animal ndo era exposto a qualquer manipulacdo. Na
sala de anestesia, durante os 30 minutos do periodo de adaptagcdo, cada animal era
manipulado da mesma forma que durante o experimento, excetuando-se a administracao
do anestésico, que ndo era simulada. Essa manipulagdo consistia na imobilizacao
necessdaria a aplicacdo do anestésico e colocag@o na caixa de acrilico com maravalha
onde, durante o experimento propriamente dito, o animal anestesiado seria transportado.
Cumprido o periodo de 30 minutos nessa sala, o animal era recolocado em sua gaiola-
viveiro e devolvido ao biotério. Esse procedimento de adaptagdo dos animais as
condicdes laboratoriais e experimentais foi considerado necessdrio para evitar que a
expressdo dos genes de ativacdo imediata c-fos e egr-1 ocorresse em decorréncia da
exposi¢ao dos animais a estimulos novos, ndo relacionados ao tratamento experimental

em estudo (Tischmeyer & Grimm, 1999).

3.3.2. Induciao do Desamparo Aprendido

Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo apenas dois deles expostos
aos choques. No tratamento, os animais do grupo Incontrolavel (INC) foram submetidos
a 60 choques inescapaveis de 1,0 mA, com duragio fixa de 10 s, distribuidos a intervalos
médios de 60 s, amplitude de variacdo de 10-110 s. Nesta mesma etapa os animais do
grupo Ingénuo (ING) permaneceram na caixa experimental sem receber choques.

No teste, conduzido 24 horas ap6s o inicio do tratamento, os animais de ambos

os grupos foram expostos individualmente a uma contingéncia de fuga na qual
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receberam 30 choques com caracteristicas iguais as dos choques anteriores, com excecao
de que eram escapaveis, ou seja, eram interrompidos imediatamente apds o sujeito saltar
de um compartimento para o outro da caixa. Cada choque correspondia a uma tentativa,
sendo o tempo decorrido entre o inicio e o término do choque considerado como laténcia
da resposta na tentativa. Se a resposta de saltar ndo ocorresse, o choque era
automaticamente desligado apds 10 s do seu inicio. Neste caso, seria caracterizada uma
falha. As respostas que ocorressem no intervalo entre tentativas nao tinham
conseqiiéncia programada, nem eram registradas. Ao final de cada sessdo, os dejetos
eram retirados e a caixa experimental era limpa com toalhas de papel e solug¢ao hidro-
alcodlica, com a finalidade de reduzir, para o sujeito posteriormente colocado nessa
caixa, os estimulos olfativos relacionados a condi¢ao de estresse a qual o sujeito anterior
tinha sido submetido.

Os animais do grupo denominado Adaptacdo (ADA) permaneceram nas caixas
experimentais durante os periodos correspondentes ao tratamento e ao teste, porém sem
receber choques. Os animais do grupo denominado Biotério (BIO) permaneceram no

biotério durante essas etapas.

3.3.3. Anestesia

Imediatamente apds o teste de fuga os animais eram levados para a sala de
anestesia onde uma mistura de cetamina (10 mg/kg, Dopalen® 116 mg/mL, Vetbrands) e
xilazina (8 mg/kg, Anasedan® 23 mg/mL, Vetbrands) era administrada uma hora apés o
inicio do teste. Uma vez sedados, os animais eram transportados para o Laboratério de

Neurobiologia Celular (ICB/USP) para que procedimento de perfusdo transcardiaca
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pudesse ser realizado e o encéfalo extraido. Todos os animais, incluindo os sujeitos dos
grupos BIO e ADA, foram anestesiados, perfundidos e seus encéfalos coletados para
posterior utilizagao.

Considerando-se que a literatura descreve que alguns animais apresentam falhas
de aprendizagem mesmo sem serem submetidos a choques inescapdveis, ndo sendo esse
o padrao tipico dos animais ingénuos (Maier e Seligman, 1976; Hunziker, 2003), foram
selecionados para a etapa seguinte da pesquisa apenas os sujeitos do grupo ING que
apresentaram evidéncias de aprendizagem de fuga. Como essa aprendizagem ¢é
caracterizada pela redugdo sistemadtica das laténcias da resposta de fuga ao longo da
exposi¢do sucessiva ao reforcamento negativo, foram adotados os seguintes critérios
para selecionar os sujeitos que aprenderam: (1) laténcias menores que 5 s no teste de
fuga em pelo menos 20 das 30 tentativas, (2) e/ou laténcia média individual menor que 6
s nas 30 tentativas (isto €, a adicdo de um desvio de 10% da laténcia méaxima por
tentativa a laténcia média de corte mencionada anteriormente) com laténcias
decrescentes ao longo do teste, sendo essa tendéncia analisada através de regressao
linear.

Os animais do grupo INC também tiveram o seu padrao de aprendizagem
analisado e, de acordo com o desempenho no teste de fuga, foram divididos entre dois
novos grupos: desamparo (DES) e ndo desamparo (NDE). Foram selecionados como
tendo evidéncias de desamparo aprendido (DES) os animais que mostraram: (1) 20 ou
mais tentativas com laténcia maior ou igual ao valor da soma da laténcia média do grupo
ING adicionado ao desvio padrao dessa média, (2) e respostas cujas laténcias
apresentassem linha de tendéncia ascendente ou estdvel ao longo da sessdao de fuga,

sendo essa tendéncia também analisada através de regressao linear. Foram agrupados
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como NDE os sujeitos que ndo preencheram os critérios estabelecidos para inclusao no
grupo DES, desde que apresentassem (1) laténcia média individual maior ou igual ao
valor da soma, porém com tendéncia decrescente em andlise de regressao linear, (2) ou
laténcia média individual menor que valor da média das laténcias do grupo ING
adicionada ao desvio padrao. Os encéfalos dos animais do grupo INC que nao atingiram
os critérios para inclusdo no grupo DES ou NDE nao foram utilizados nas fases

posteriores do experimento.

3.3.4. Perfusao Transcardiaca

Ap6s a chegada do animal ao Laboratério de Neurobiologia Celular (ICB/USP),
se necessdria, era administrada dose adicional de anestésico intraperitoneal (cetamina +
xilazina) e/ou por inala¢do (halotano, Tanohalo®, Cristalia), para que a perfusdao
transcardiaca fosse realizada durante anestesia profunda, garantindo a nio ocorréncia de
sofrimento para o animal.

Logo no inicio da perfusio os animais recebiam inje¢do intracardiaca do
anticoagulante heparina (Liquemine® 5.000 UI/mL, Roche). Em seguida, eram
perfundidos com 400 mL de solucdo fisioldgica tamponada (NaCl 0,9%, pH 7.4) e 400
mL de solugdo de paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4)
visando a preservacdo do encéfalo. Apds a perfusdo das solucdes, os encéfalos eram
extraidos e pds-fixados por 4 horas em PFA 4%. Essa solu¢do era entdo substituida por
sacarose 30% em PB 0,1 M a 4°C para assegurar crioprotecdo. Os encéfalos

permaneceram em soluc@o de sacarose sob refrigeracao até serem seccionados.
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3.3.5. Imuno-histoquimica

Secgdes coronais dos encéfalos congelados por contato com placa circundada por
gelo seco, com 30 micrometros (um) de espessura, foram obtidas com o auxilio do
micrétomo de deslizamento. As seccdes foram lavadas sob agitacdo em solucdo de
tampao fosfato (PB) 0,1M por trés vezes, 10 minutos a cada vez, antes de serem
incubadas por 12 a 16 horas (overnight) a temperatura ambiente (22°C) com os
anticorpos policlonais de coelho contra a proteina Fos (Calbiochem, EMD Biosciences,
Inc. La Jolla, CA, USA) e Egr-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). As
dilui¢des dos anticorpos primdrios foram, respectivamente, 1:2.000 — 1:1.000 e 1:500 em
Triton X-100 0,3% em PB 0,1 M. Ao término de cada etapa da reacdo de imuno-
histoquimica foram realizadas novas lavagens com PB 0,1M. A seguir, as sec¢oes foram
incubadas por 2 horas com anticorpo secunddrio anti-coelho biotinilado (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluido 1:200 em Triton X-100 0,3% em PB 0,1 M
e, posteriormente, incubadas por mais 2 horas com o complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC Elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluido 1:100 em
Triton X-100 ABC em PB 0,1M, para amplificacio e posterior revelacdo do complexo.
A revelacdo dos sitios antigénicos ocorreu por meio de reagdo do substrato cromogénico
3,3’-tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) com perdxido de hidrogénio a 0,01%, que
resulta em um produto de oxidacdo polimérico insolivel de cor marrom (Sita &
Bittencourt, 2007). As seccdes foram montadas em laminas de vidro gelatinizadas que
permaneceram em placa quente para secagem pelo tempo minimo de 48 horas. Ao
término desse periodo, as laminas foram submetidas a banho de intensificagdo em

tetroxido de 6smio 0,05% em &agua e, em seguida, banhos para desidratacdo em bateria
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de dlcool (a 70%, a 90% e 100%) e xilol. As laminas ja desidratadas foram cobertas com
Permount (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) e laminulas para protecdo. Apds
periodo de secagem, quando as laminulas estivessem firmemente aderidas, as laminas

foram limpas com xilol e disponibilizadas para observagao ao microscopio.

3.3.6. Estimativa da Imunorreatividade

As laminas previamente preparadas com as seccdes de encéfalo foram analisadas
ao microscopio para identificacdo histolégica das estruturas e determinacdo do tamanho
e o formato das dreas a serem quantificadas. Para realizacdo da leitura, a lamina com as
seccoes foi colocada no microscopio de maneira a expor a estrutura ou regido de
interesse na tela do monitor do microcomputador. Um retdngulo ou quadrado de
tamanho previamente determinado em micrometros (um) era entdo posicionado sobre a
mesma, sendo a leitura realizada dentro dos limites da drea especificada.

O numero de nudcleos imunorreativos para as proteinas Fos e Egr-1 foi estimado
no cortex pré-frontal medial (CPFm), hipocampo (HIP), amigdala (AMI) e nucleo septal
lateral (NSL). A inclusdo do NSL no estudo deveu-se aos dados publicados por Steciuk
et al. (1999) em relacdo a esta estrutura, como citado na Introdugd@o. No hipocampo
foram realizadas estimativas em trés diferentes areas: Cornus Ammonis 1 (CAl), Cornus
Ammonis 3 (CA3) e giro denteado (GD). Na amigdala as areas selecionadas foram a
amigdala central (ACe) e basolateral (ABL). As dimensdes das dreas de leitura foram
fixadas em 0,0729 mm’ para a ABL e ACe, em 0,280 mm’ para o CPFm, em 0,060 mm?
para as areas CAl, CA3 e GD, e em 0,090 mm? para o NSL. Para cada sec¢do do

encéfalo foram realizadas 02 (duas) leituras no CPFm, CA3, ABL, ACe e NSL, 04
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(quatro) leituras no CAl, e 06 (seis) leituras no GD. Para a definicio do nimero de

leituras foi analisada a representatividade do quadrado ou retingulo em relagdo ao

tamanho ou formato da estrutura. Os valores foram considerados vélidos para posterior

andlise estatistica se provenientes de, no minimo, o correspondente a quatro sec¢des do

encéfalo de cada animal. Os grupos experimentais foram formados por 34 encéfalos,

relativos aos grupos BIO (n =7), ADA (n =6), ING (n =7), NDE (n = 6) e DES (n = 8),

conforme mostrado no Quadro I que apresenta o resumo do procedimento.

Quadro I - Representacdo esquemadtica do experimento. Grupos com ou sem adaptacao,
com ou sem tratamento com choques, com ou sem teste de aprendizagem de fuga. IET,
intervalo entre tentativas médio; R, resposta; SN, se necessdrio; BIO, Biotério; ADA,
Adaptacdo; ING, Ingénuo; INC, Incontroldvel; NDE, Nao

desamparado; DES,

Desamparado.
Adaptacio | Tratamento | Tempo Teste de Anestesia e | Obtencao Imuno-histoquimica
Grupos (1°- 3° dia) (4° dia) apos Aprendizagem | Transporte do (Fos e Egr-1)
Trata- (5° dia) (5° dia) Encéfalo
mento (5° dia)
BIO - - . y
P .. P . Anestesia Anestesia
ermanéncia ermanéncia .
L.
ADA Caixa de na caixa na shuttlebox (CO{n( cetamin ? Reacio d
. cetamina + | + xilazina eacao de
Tratamento | experimental 24 h sem choques xilazina e/ou Tmuno-
(30 min) sem choques halotano histoquimica Estimativa do
Caixa de l (SN) nimero de
ING Teste (30 30 choques Método niicleos
min) escapaveis Transporte l« ABC Elite | imunorreativos
Sala de 1mA, max. 10s em éfio]a
Anestesia 60 choques IET 60 s (10- acrilica Perfusio
INC (30 min) inescapdveis, 110 s) com Trans.
lmA, 10s (R =Fuga) maravalha cardiaca
(NDE IET 60 s
e DES) (10-110 s)

Os grupos para andlise estatistica foram formados por seis sujeitos, excetuando-

se o grupo DES que apresentou oito sujeitos. As dreas avaliadas nos ensaios imuno-

histoquimicos estao sinalizadas com quadrados ou retangulos na Figura 2.
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Figura 2 - Localizacdo das dreas avaliadas nos ensaios imuno-histoquimicos
(ilustracdes modificadas de Paxinos & Watson, 2005). A. Amigdala, central e
basolateral; B. Cértex pré-frontal medial; C. Hipocampo, CA1, CA3 e giro denteado; D.
Nucleo septal lateral.

3.3.7. Analise Estatistica

A andlise dos dados sobre aprendizagem de fuga foi realizada pela comparagao
das laténcias das sessoes de teste apresentadas pelos animais dos grupos ING, NDE e
DES. De uma maneira geral redugdes sistematicas das laténcias ao longo das tentativas
caracterizaram a aprendizagem de fuga, enquanto que laténcias altas durante a sessao de
teste caracterizaram a ndo aprendizagem de fuga. A diferenca entre essas laténcias

caracterizou o desamparo aprendido, sendo essa diferenca determinada por meio de
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andlise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA) para medidas repetidas com teste
post-hoc de Bonferroni. O indice de significancia foi estabelecido em 5%.

A andlise estatistica dos dados sobre nidcleos imunorreativos incluiu a
identificacdo e eliminacdo de dados discrepantes (outliers) pela regra de Tukey (Y < Q-
1,5Dq ou > Q3+1,5Dq; onde Y = outlier, Q; = primeiro quartil, Q3 = terceiro quartil, Dg
= distancia interquartil) e andlise de varidncia de uma via (one-way ANOVA) com
posterior comparagdo multipla pelo teste de Tukey-Kramer HSD. Para andlise das
diferencas entre duas condi¢des também foi aplicado o teste t de Student. A anélise das
semelhangas na distribui¢do dos escores foi realizada por meio do cédlculo do coeficiente
de correlacdo de Pearson. O indice de significancia foi estabelecido em 5%.

As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacio dos programas
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e Statistica v. 8 (StatSoft

Inc., Tulsa, OK, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. DESAMPARO APRENDIDO

A Figura 3 mostra as laténcias médias (s), em blocos de 5 tentativas, das
respostas de saltar no teste de fuga apresentadas pelos sujeitos do grupo ING. Todos os
sujeitos deste grupo preencheram o critério de selecio que exigia respostas com
laténcias menores que 5 s no teste de fuga em pelo menos 20 das 30 tentativas, exceto o
Sujeito 5, que preencheu o critério que exigia laténcia média das respostas menor que 6 s
nas 30 tentativas, e tendéncia decrescente das laténcias na andlise por regressao linear
(laténcia média = 5,87 s, y = -100,17x +7420,9). Observa-se que a maioria dos sujeitos
do grupo respondeu com laténcias médias mais altas no inicio do que no final da sessao.
Com excecdo dos Sujeitos 2 e 4, que apresentaram laténcias baixas durante toda a
sessdo, houve uma queda acentuada das laténcias do primeiro para o segundo bloco e um
decréscimo mais gradual a seguir. As laténcias baixas ou em queda das respostas de
saltar caracterizam respostas operantes controladas por reforco negativo, e esses dados

indicam aprendizagem de fuga por todos os sujeitos desse grupo.
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Figura 3 — Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar, agrupadas
em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessdo de teste pelos sujeitos do grupo ING.
Conforme descrito na se¢do de Método, a partir dos dados de laténcia das
respostas dos sujeitos do grupo ING foi calculado o valor da laténcia média desse grupo,
que foi de 3,63 s. A este valor foi adicionado o desvio padrao da média, 1,26 s. O valor
da soma, 4,89 s, foi utilizado para avaliar o desempenho dos sujeitos do grupo INC no
teste de fuga, alocando-os nos grupos denominados DES ou NDE. Os resultados na

sessdo de teste, dos sujeitos ja subdivididos nesses dois grupos, sdo apresentados nas

Figuras 4 e 5, respectivamente.
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Figura 4 — Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar, agrupadas
em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessao de teste pelos sujeitos do grupo DES, e
as equacoes das retas de tendéncia ascendente ou estavel.

A Figura 4 mostra as laténcias médias (s), em blocos de 5 tentativas, das
respostas de saltar no teste de fuga apresentadas pelos sujeitos que preencheram os
critérios para inclusao no grupo DES. Esses sujeitos apresentaram, no teste de fuga, 20
ou mais tentativas com laténcias maiores ou iguais a 4,89 s, laténcias que mostraram
tendéncia ascendente ou estivel em andlise de regressdao linear. As equagdes que
definem as tendéncias das retas referentes ao desempenho de cada sujeito sdo
apresentadas na parte superior do grafico relativo ao seu desempenho. Considerando que

laténcias de 10 s indicam auséncia da resposta de fuga, pode-se verificar que,

comparativamente aos sujeitos do grupo ING (Figura 3), os sujeitos do grupo DES
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(Figura 4) emitiram poucas respostas ao longo da sessdo, ou até mesmo nenhuma
resposta de fuga como ocorreu com o Sujeito 8. Nos blocos de tentativas em que
respostas de fuga foram emitidas, elas ocorreram com laténcias médias muito elevadas,
préoximas ao valor maximo de 10 s. Esse desempenho caracteriza a ndo aprendizagem de
fuga, ou seja, que a exposicao ao refor¢o negativo ndo produziu reducdo sistemadtica das
laténcias de fuga dos sujeitos do grupo DES. Os valores médios das laténcias dos grupos
ING e DES estao disponiveis para comparagdao na Tabela 1 do Apéndice. Os animais
que ndo preencheram os critérios estabelecidos para inclusdao no grupo DES foram
alocados no grupo NDE, exceto quando a laténcia média individual foi maior ou igual a
4,89 s. Nesse caso, para que a inclusdo nesse grupo ocorresse, as respostas do sujeito
deveriam apresentar laténcias sucessivas com linha de tendéncia decrescente em andlise
de regressdo linear. Os animais que ndo preencheram os critérios para inclusdo nos
grupos DES ou NDE foram descartados, ndo participando das fases posteriores do
experimento.

A Figura 5 mostra, em blocos de 5 tentativas, as laté€ncias dos sujeitos que
preencheram os critérios para inclusao no grupo NDE. As equacdes que definem a linha
de tendéncia decrescente das laténcias das respostas dos sujeitos que apresentaram
laténcia média superior a 4,89 s (Sujeito 1 = 6,18 s; Sujeito 2 = 5,78 s; Sujeito 5 = 5,73
s; Sujeito 6 = 6,03) estdo disponiveis na mesma figura. Observa-se que, para a maioria
dos sujeitos, as laténcias médias das tentativas foram altas no inicio da sessdo com queda
sucessiva ao longo dos blocos de tentativas. Entre as excecdes estdo os Sujeitos 3 e 4
que, apesar de terem recebido choques inescapdveis no tratamento, apresentaram
laténcias médias mais baixas que os demais sujeitos do grupo desde as tentativas

iniciais, mantendo-as em patamares baixos até o final da sessdo. O Sujeito 5, mesmo ndo
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apresentando laténcias em queda ao longo das tentativas, foi incluido no grupo NDE
visto que preencheu os critérios estabelecidos. Esses dados mostram uma grande
heterogeneidade intra-grupo das laténcias das respostas de fuga apresentadas ao longo
das tentativas. Os valores médios das laténcias dos grupos NDE e DES e dos grupos

ING e NDE estao disponiveis para comparagdo, respectivamente, nas Tabelas 2 e 3 do

Apéndice.
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Figura 5 — Laténcias médias, em segundos (s), da resposta de fuga de saltar, agrupadas
em blocos de 5 tentativas, apresentadas na sessdo de teste pelos sujeitos do grupo NDE,

e as equacdes das retas de tendéncia decrescente dos sujeitos que apresentaram laténcia
média superior a 4,89 s.
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As laténcias médias de emissdo da resposta de fuga saltar, apresentadas pelos trés
grupos, sdo mostradas na Figura 6. Esses dados indicam que, em média, os animais do
grupo ING foram os mais rdpidos durante toda a sessao de teste, acompanhados de perto
pelos animais do grupo NDE, que mostram respostas com laténcias levemente mais
elevadas em todos os blocos de tentativas. Ambos os grupos de sujeitos mostram
decréscimos sucessivos das laténcias ao longo das tentativas, padrdo esse considerado
tipico de aprendizagem de fuga. Diferentemente, o grupo DES apresentou laténcias
médias ascendentes do primeiro para o segundo bloco de tentativas, € manutenc¢do das
mesmas em altos patamares durante toda a sessdo. Esse padrdo caracteriza a nao
aprendizagem de fuga.

A descrigdo feita por inspe¢do visual foi confirmada pela anédlise estatistica. A
andlise de variancia de duas vias para medidas repetidas (two-way ANOVA repeated
measures) indicou existirem diferencas significantes no desempenho dos sujeitos nos
grupos (Fas2 = 32,72, p < 0,0001) nas laténcias ao longo das tentativas sucessivas
(Fa9520 = 2,383, p < 0,0001), e que houve interagdo entre grupo e tentativas (Fsgsx =
1,461, p = 0,0184). O teste post-hoc de Bonferroni mostrou haver diferencas
significantes quando as laténcias do grupo DES s@o comparadas as laténcias dos grupos
ING e NDE, que nao diferem entre si (Apéndice, Tabelas 1- 3). Portanto, essa etapa do
experimento permitiu a selecdo de trés tipos distintos de relacdo organismo/ambiente:
animais ingénuos com padrdo tipico de aprendizagem (ING), animais que expostos a
choques incontroldveis apresentaram o padrdo tipico de desamparo aprendido (DES) e
outros que, a despeito dessa histéria com incontrolabilidade, aprenderam fuga

normalmente, ou seja, ndo apresentaram o efeito de desamparo aprendido (NDE).
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Figura 6 — Laténcias médias, em segundos (s), das respostas de saltar apresentadas pelos
animais dos grupos ING, NDE e DES, em blocos de 5 tentativas. Os grupos diferem
entre si quanto ao ndimero de sujeitos (n indicado na figura).

Para verificar se houve algum viés em termos de peso na divisdo dos animais em
grupos, varidvel que poderia se correlacionar com as laténcias da resposta de saltar, a
distribuicao desses pesos foi também analisada. A Figura 7 mostra o peso individual de
cada sujeito dos cinco grupos no dia anterior ao teste, ou o correspondente para os
controles (BIO e ADA) ndo expostos a choques, e o peso médio (—) de cada grupo. O
peso médio geral (£ dpm) para todos os sujeitos foi calculado em 386,74 (+ 69,9) g. A
andlise de variancia (ANOV A) ndo encontrou diferencgas significantes entre os pesos dos
animais dos diferentes grupos que foram submetidos ao teste de fuga (F, 15 =0,1544, p
= 0,8580), indicando que, em relacdo a essa varidvel, os animais estavam distribuidos de

forma equitativa entre os grupos.
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Figura 7 — Peso, em gramas (g), dos sujeitos dos grupos BIO, ADA, ING, NDE e DES
no dia do tratamento ou o correspondente, e as médias (—) de cada grupo.

4.2. EXPRESSAO DE FOS E EGR-1
4.2.1. Amigdala Basolateral

A Figura 8 mostra os valores médios de densidade de nicleos imunorreativos por
milimetro quadrado de drea (mm?”) para Fos e Egr-1 estimados na amigdala basolateral
(ABL). No caso da imunorreatividade para Fos, o maior valor médio foi estimado para o
grupo ING e o menor valor para o grupo BIO. A ANOVA de uma via (one-way
ANOVA), entretanto, ndo indicou a presenca de diferenga significante entre os grupos
(Fa27 = 1,420, p = 0,2540). O maior valor médio de niicleos imunorreativos para Egr-1
na ABL foi encontrado no grupo DES e os menores valores médios nos grupos BIO e
ING. A ANOVA indicou a presenca de diferenca relevante entre as médias dos grupos

(Fa27 = 3,449, p = 0,0212) sendo que a compara¢do multipla pelo teste de Tukey-Kramer
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mostrou serem significantes as diferencas entre as médias dos grupos BIO e DES (p <
0,05) e ING e DES (p < 0,05). O teste t de Student para amostras relacionadas
evidenciou diferenca significante (t3; = 2,545, p = 0,0161) quando realizada a
comparacdo das densidades médias totais de nicleos imunorreativos para Fos e Egr-1
estimadas na ABL, sendo a média para Egr-1 maior do que a média para Fos (ver grafico

menor).

ABL Fos ABL Egr-1
2000- 20007

1500+ 1500

20004

15004

10004 1000+

500 500+

Nicleos imunorreativos/mm?>

Grupo

Figura 8 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 na amigdala basolateral (ABL) dos grupos Biotério (BIO), Adaptacdo (ADA),
Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e as médias totais dos
marcadores para a estrutura. A andlise estatistica mostrou diferencas significantes na

imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos e entre as médias totais dos marcadores
(*p < 0,05).

As diferencas encontradas entre o grupo DES e os grupos BIO e ING na
densidade de marcacdo para Egr-1 na ABL podem ser observadas nas imagens digitais
da Figura 9. As duas primeiras imagens, respectivamente dos grupos BIO e ING,
apresentam uma menor densidade de nucleos imunorreativos quando comparadas a

imagem que representa o grupo DES.
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Figura 9 — Imagens digitais de seccdes de encéfalo que ilustram a densidade de
marcacdo para Egr-1 encontrada na amigdala basolateral para os grupos Biotério,
Ingénuo e Desamparado.

4.2.2. Amigdala Central

A descrigdo grafica dos valores médios de densidade de nicleos imunorreativos
para Fos e Egr-1 estimados na amigdala central (ACe) estd disponivel na Figura 10.
Considerando a proteina Fos, o maior valor médio de densidade de nucleos
imunorreativos foi encontrado no grupo ING e o menor valor médio estimado no grupo
BIO. A ANOVA, entretanto, ndo indicou existirem diferengas significantes entre os

grupos (Fs26 = 1,792, p = 0,1608). No caso da proteina Egr-1, o grupo DES apresentou o
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maior valor médio e os grupos BIO e ING os menores valores. A ANOVA indicou a
presenca de diferenca significante (F427 = 3.108, p = 0,0317) que o teste de multiplas
comparacdes identificou ocorrer entre os grupos ING e DES (p < 0,05). Nao foi
encontrada diferencga significante (grafico menor) quando as densidades médias totais

para Fos e Egr-1 na ACe foram comparadas (t3p = 1,451, p = 0,1573).
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Figura 10 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 na amigdala central (ACe) dos grupos Biotério (BIO), Adaptacao (ADA), Ingénuo
(ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e as médias totais dos

marcadores para a estrutura. A andlise estatistica mostrou diferenca significante somente
na imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos ING e DES (*p < 0,05).

4.2.3. Cortex Pré-frontal Medial

Na Figura 11 s@o apresentados os valores médios das densidades de nicleos
imunorreativos para Fos e Egr-1 estimados no cértex pré-frontal medial (CPFm). A
ANOVA indicou existirem diferencas significativas entre os valores dos grupos para Fos

(Fa27 = 13,73, p < 0,0001) e a comparacdo multipla evidenciou diferencas significantes
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entre o grupo ING e os valores de todos os demais grupos (para todos, p < 0,001). Nao
foram encontradas diferencgas significantes entre os valores médios dos grupos para Egr-
1 (F427 = 1,866, p = 0,1454), porém a diferenga entre os valores de densidade média
total de nudcleos imunorreativos para Fos e Egr-1 (grafico menor) na estrutura foi

significante (t3; = 13,07, p < 0,0001).
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Figura 11 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 no cértex pré-frontal medial (CPFm) dos grupos Biotério (BIO), Adaptacao
(ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e as médias
totais dos marcadores para a estrutura. A andlise estatistica mostrou diferencas
significantes para Fos entre os grupos e entre as médias totais dos marcadores (***p <
0,001).

4.2.4. Hipocampo, area Cornus Ammonis 1

A Figura 12 apresenta os valores médios de densidade de nucleos imunorreativos
para Fos e Egr-1 estimados no hipocampo, area Cornus Ammonis 1 (CAl). Observa-se

que o maior valor para Fos ocorreu no grupo ING. A ANOVA indicou a presenga de
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diferencas entre as médias dos grupos para este marcador (Fs,7 = 12,92, p < 0,0001) e a
comparacao multipla evidenciou que a média do grupo ING diferiu de todas as demais
médias (BIO, p < 0,001; ADA, p < 0,01; NDE, p < 0,001; DES, p < 0,001). As médias
de imunorreatividade para Egr-1 na drea CA1 ndo apresentaram diferencgas significantes
entre os grupos (F427 = 1,407, p = 0,2585), porém a diferencga entre o total de nicleos

marcados para Fos e Egr-1 (grafico menor) foi significante (t3; = 26,86, p < 0,0001).
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Figura 12 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 no hipocampo, area Cornus Ammonis I (CAl) dos grupos Biotério (BIO),
Adaptacdo (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES) e
as médias totais dos marcadores para a estrutura. A andlise estatistica mostrou diferencas
significantes na imunorreatividade para Fos entre os grupos e entre as médias totais dos
marcadores (**p<0,01, ***p<0,001).

4.2.5. Hipocampo, area Cornus Ammonis 3

Os valores médios de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e Egr-1

estimados no hipocampo, area Cornus Ammonis 3 (CA3) sdo apresentados na Figura 13.
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A ANOVA indicou nao existirem diferencas significantes entre os grupos com relacao
ao marcador Fos (Fs427 = 2,321, p = 0,0825). O mesmo teste, quando realizado para Egr-
1, também ndo encontrou diferencas que fossem relevantes entre os grupos (Fsz7 =
0,2796, p = 0,8886). No caso da andlise das densidades médias totais de nucleos
imunorreativos para Fos e para Egr-1 (grafico menor) foi encontrada uma pequena
diferenca significante (t3; = 2,334, p = 0,0262).
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Figura 13 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 no hipocampo, area Cornus Ammonis 3 (CA3) dos grupos Biotério (BIO),
Adaptacao (ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e
as médias totais dos marcadores nessa estrutura. A andlise estatistica evidenciou
diferenca significante somente entre as médias totais dos marcadores (*p < 0,05).

4.2.6. Hipocampo, area do Giro Denteado

Na Figura 14 estdo disponiveis os graficos com os valores médios de densidade
de nicleos imunorreativos para Fos e Egr-1 estimados no hipocampo, na area do giro

denteado (GD). No caso da imunorreatividade para Fos, os valores encontrados para os
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diferentes grupos experimentais foram bastante semelhantes, ndo apresentando
diferencas que pudessem ser consideradas significantes (Fs27 = 0,8358, p = 0,5144). A
ANOVA dos valores médios de imunorreatividade para Egr-1, por sua vez, indicou
existirem diferencas significantes entre os grupos (Fix; = 7,995, p = 0,0002). A
comparacao multipla revelou que o grupo DES, que apresentou o maior valor médio de
imunorreatividade, diferiu estatisticamente dos grupos BIO (p < 0,001), ADA (p < 0,01)
e NDE (p < 0,05). A excec¢ao refere-se ao valor médio do grupo ING, cuja diferenca com
o grupo DES nao foi significante. O mesmo ndo ocorreu com a diferenca entre as
densidades médias totais de niucleos imunorreativos para Fos e para Egr-1 (grafico

menor), que foi significante (t3; = 4,938, p < 0,0001).
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Figura 14 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 no hipocampo, area do giro denteado (GD) dos grupos Biotério (BIO), Adaptacao
(ADA), Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e as médias
totais dos marcadores para essa estrutura. A andlise estatistica evidenciou diferencas
significantes na imunorreatividade para Egr-1 entre os grupos e entre as médias totais
dos marcadores (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001).
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As diferencas entre os grupos na densidade de marcagdo para Egr-1 no GD do
HIP podem ser observadas nas imagens digitais da Figura 15. Observa-se nas imagens
que os grupos BIO, ADA e NDE apresentaram menor densidade de nicleos marcados

quando comparados ao grupo DES.

Figura 15 — Imagens digitais das sec¢des de encéfalo que ilustram a densidade de
marcagdo para Egr-1 observada no hipocampo, drea do giro denteado, para os cinco
grupos estudados no experimento.
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4.2.7. Niucleo Septal Lateral

Na Figura 16 sdo apresentados os resultados de imunorreatividade para Fos e
Egr-1 no ntcleo septal lateral (NSL). Embora seja possivel observar diferencas entre as
médias de densidade de nicleos imunorreativos para Fos estimados para os grupos nessa
regido, essas diferencas ndo se mostraram significantes quando realizada a andlise de
variancia (Fsp7 = 2,385, p = 0,0761), o mesmo ocorrendo com relagdo aos valores
médios de densidade de nicleos imunorreativos para Egr-1 entre os grupos (Fin7 =
1,344, p = 0,2794). J4 a diferenca entre a densidade total de niicleos marcados para Fos

em comparacdo com Egr-1 no NSL (grifico menor) foi significante (t3; = 7,182, p <

0,0001).
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Figura 16 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 no nicleo septal lateral (NSL) dos grupos Biotério (BIO), Adaptacio (ADA),
Ingénuo (ING), Nao Desamparado (NDE) e Desamparado (DES), e as médias totais dos
marcadores para essa estrutura. A andlise estatistica mostrou diferenca significante
somente entre as médias totais dos marcadores (***p < 0,001).



68

4.2.8. Analise Restrita aos Grupos BIO, ADA, NDE e DES

Os sujeitos do grupo ING foram expostos a estimulo novo quando submetidos a
choque no teste de fuga e, por esta razdo, novas andlises dos dados experimentais foram
realizadas, desta vez excluindo esse grupo. A ANOVA seguida de comparagdo multipla
dos dados dos grupos BIO, ADA, NDE e DES mostraram existirem diferencas
significantes entre os grupos. Foram significantes as diferencas na ABL (Fz 2, = 2,986, p
= 0,0532) entre BIO e DES para Egr-1 (p < 0,05), no CPFm (F;, = 3,473, p = 0,0333)
entre BIO e NDE para Fos (p < 0,05), no CA1l (F3,, = 10,24, p = 0,0002) entre BIO e
ADA (p <0,01), ADA e NDE (p < 0,001) e ADA e DES (p < 0,001) para Fos, e no GD
(F322 = 10,70, p = 0,0002) entre BIO e DES (p < 0,001), ADA e DES (p < 0,001) e NDE

e DES (p <0,01) para Egr-1. Esses resultados estdo descritos graficamente na Figura 17.
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Figura 17 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos
ou Egr-1 na ABL, CPFm, CA1 e GD dos grupos Biotério (BIO), Adaptagdao (ADA), Nao
Desamparado (NDE) e Desamparado (DES). A andlise estatistica evidenciou diferencas
significantes na imunorreatividade para Fos ou para Egr-1 entre os grupos (*p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, # novo dado significante).

4.2.9. Andlise Restrita aos Grupos ING, NDE e DES

Os grupos ING, NDE e DES também foram analisados separadamente por serem
os grupos tipicos do modelo do desamparo aprendido, apresentando em comum o fato de
terem sido submetidos ao teste de fuga na shuttlebox. Os graficos da Figura 18 ilustram

as diferencas significantes encontradas nessa andlise.
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Figura 18 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos
ou Egr-1 na ABL, ACe, CPFm, CAl e GD dos grupos Ingénuo (ING), Nao
Desamparado (NDE) e Desamparado (DES). A andlise estatistica evidenciou diferencas

significantes na imunorreatividade para Fos ou para Egr-1 entre os grupos (*p < 0,05,
**p < 0,01, *¥**p < 0,001).

Entre os grupos ING, NDE e DES, a ANOVA seguida de comparacao multipla
evidenciou diferencas significantes entre os grupos na ABL (F, 17 = 6,777, p = 0,0069)
entre ING e DES (p < 0,01) para Egr-1, na ACe (F»,17 = 6,128, p = 0,01907) entre ING e
DES (p < 0,01) também para Egr-1, no CPFm (F, 17 = 14,61, p = 0,0002) entre ING e

NDE (p < 0,01) e ING e DES (p < 0,001) para Fos, no CA1 (F,;7 = 16,04, p = 0,0001)
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entre ING e NDE (p < 0,001) e ING e DES (p < 0,001) também para Fos, e no GD (F2,17
=4,728, p=0,0233) entre NDE e DES (p < 0,05) para Egr-1.

Na Figura 19 imagens digitais ilustram a densidade de marcacdo para Egr-1
encontrada na ACe para os grupos ING e DES. Observa-se que a densidade de nicleos

imunorreativos € maior na imagem que representa o grupo DES.

Figura 19 — Imagens digitais das sec¢des de encéfalo que ilustram a densidade de
marcacao para Egr-1 observada na ACe para os grupos Ingénuo e Desamparado, cujas
médias apresentaram diferenca significante.

4.2.10. Analise Restrita aos Grupos NDE e DES

A Figura 20 mostra os resultados significantes obtidos na comparagdo das
densidades médias de nucleos imunorreativos dos grupos NDE e DES nas diversas
estruturas. Os grupos NDE e DES apresentam em comum o fato de terem sido expostos
a duas sessdes de choque, no tratamento e no teste de fuga. A comparacdo das duas
condigdes, realizada por meio do teste ¢ de Student para amostras independentes mostrou
existirem diferencas significantes entre as médias das densidades para Fos no CPFm (t;,

=2,264, p=0,0429) e no GD para Egr-1 (t;» = 3,153, p = 0,0083).
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Figura 20 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 nas estruturas CPFm e GD, respectivamente, para os grupos NDE e DES. A
andlise estatistica evidenciou diferengas significantes na imunorreatividade para Fos no
CPFm, e para Egr-1 no GD (*p < 0,05, **p < 0,01, # novo dado significante).
Na Figura 21 estdo disponiveis as imagens digitais que ilustram a densidade de

marcagdo para Fos no CPFm dos grupos NDE e DES. Observa-se que a densidade de

nuicleos imunorreativos € menor na imagem que representa o grupo DES.

Figura 21 — Imagens digitais das seccdes de encéfalo que ilustram a diferengca na
densidade de marcacdo para Fos observada no CPFm entre os grupos NDE e DES, cujas
médias apresentaram diferenca significante.
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4.2.11. Analise Restrita aos Grupos BIO e ADA

A comparagdo das densidades médias de nucleos imunorreativos entre os grupos
BIO e ADA, que ndo foram expostos a choque, mostrou haver diferenga significante na
imunorreatividade para Fos na drea CA1 do hipocampo (t;p = 3,457, p = 0,0062). Nao
foi encontrada diferenca significante entre as densidades médias para Egr-1 dos dois

grupos.

4.2.12. Analise Restrita ao Grupo BIO — Expressao Basal

Herdegen e Leah (1998) definem que a ‘expressdo basal’ é aquela causada por
sinais exdgenos ao organismo nao estimulado intencionalmente. Conforme mencionado
em Método, os sujeitos do grupo BIO ndo foram submetidos a adaptagdo, a tratamento
ou a teste e, portanto, representam o grupo nio estimulado intencionalmente neste
estudo. A Figura 22 mostra os resultados da comparagdo das densidades médias de
nucleos imunorreativos para Fos e Egr-1 do grupo BIO. Observa-se na figura que as
médias de densidade de niicleos imunorreativos para Egr-1 foram sempre maiores que as
médias para Fos. Foram significantes as diferencas encontradas nas estruturas ABL (ts =
3,211, p = 0,0237), CPFm (t5s = 5,753, p = 0,0022), CAl (t5 = 15,21, p < 0,0001), CA3
(ts = 11,43, p < 0,0001) e NSL (ts = 3,062, p = 0,0280). Nao foram significantes as
diferencas encontradas nas estruturas ACe (ts = 1,483, p = 0,1983) e GD (t5 = 0,3714, p

=0,7256).
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Figura 22 — Valores médios (+ epm) de densidade de nicleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 nas estruturas estudadas para o grupo Biotério (BIO). A andlise estatistica

evidenciou diferencgas significantes na expressdo basal dos marcadores Fos e Egr-1 nas
estruturas (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

4.3. COVARIACAO DOS DADOS DE IMUNORREATIVIDADE

A covariagdo dos dados de imunorreatividade para Fos e Egr-1 foi avaliada por
meio do célculo do coeficiente de correlacdo (r) de Pearson. No Apéndice do trabalho
estdo disponiveis os coeficientes de correlacdo e os niveis de significancia que
resultaram dessa avaliagdao (Quadros II e III, respectivamente). Na Figura 23 sdo
apresentados os diagramas de dispersdo dos dados de imunorreatividade que resultaram

em coeficientes de correlacdo significantes maiores que 0,6, e que foram as seguintes:
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ACe Fos e ABL Fos (r = 0,9482, p < 0,0001), ACe Egr-1 e ABL Egr-1 (r =0,9017, p <

0,0001), CA1 Fos e CPFm Fos (r = 0,7253, p < 0,0001), NSL Fos e NSL Egr-1 (r =

0,7188, p < 0,0001), NSL Fos e GD Egr-1 (r = 0,6801, p < 0,0001), NSL Egr-1 e GD

Egr-1 (r=0,6382, p <0,0001), e ABL Egr-1 e CA3 Egr-1 (r =0,6170, p = 0,0002).
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Figura 23 — Diagramas de dispersao dos dados de imunorreatividade das estruturas que
resultaram em coeficientes de correlagao de Pearson (r) significantes superiores a 0,6.

A Figura 24 apresenta os resultados da anélise das densidades médias totais de

nucleos imunorreativos para Fos e Egr-1 em cada um dos grupos. Observa-se na figura

que os valores médios de densidade de nicleos imunorreativos para Fos foram menores

do que os valores para Egr-1 nas cinco condicdes experimentais, com diferencas

significantes em todas as comparagdes realizadas (BIO, t4; = 7,321, p < 0,0001; ADA,
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ty1 = 4,319, p < 0,0001; ING, t4 = 2,532, p = 0,0154; NDE, t4; = 5,863, p < 0,0001;

DES, ts5 = 8,595, p < 0,0001).
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Figura 24 — Comparacdo dos valores médios (+ epm) de densidade de nucleos
imunorreativos para Fos e Egr-1 nos cinco grupos experimentais. A andlise estatistica
evidenciou diferencas significantes entre as médias para Fos e Egr-1 em todos os grupos

(*p < 0,05, (***p < 0,001)

Na Figura 25 sao apresentados os diagramas de dispersdo dos dados de

imunorreatividade para Fos e Egr-1 de cada grupo, para todos os grupos experimentais.

A figura mostra coeficientes de correlagdo altos para todos os grupos. O menor

coeficiente foi encontrado no grupo ADA (r = 0,6236, p < 0,0001) e o maior no grupo
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DES (r = 0,8322, p < 0,0001). Os grupos BIO, ING e NDE apresentaram valores

intermedidrios (BIO, r = 0,6819, p < 0,0001; ING, r = 0,7210, p < 0,0001; NDE, r =

0,7817, p < 0,0001).
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Figura 25 — Diagramas de dispersdo dos dados de imunorreatividade dos marcadores
Fos e Egr-1 dos cinco grupos experimentais, com os respectivos valores de correlagcao de

Pearson (r).
A Figura 26 apresenta os resultados quando os dados sdo agrupados em grupo
Fos e grupo Egr-1. O valor da densidade média de nicleos imunorreativos para Fos foi

menor que o valor médio das estimativas para Egr-1, e a diferenca encontrada entre os
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valores significante (t2; = 12,27, p < 0,0001). O alto coeficiente de correlacdo entre os
dois grupos indica haver covariagdo entre os dados de imunorreatividade dos dois

marcadores (r = 0,7281, p < 0,0001).
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Figura 26 — Comparacdo dos valores de densidade média total (£ epm) de ntcleos
imunorreativos para Fos e Egr-1, que apresentou diferenca significante (A, ***p <
0,001), e o diagrama de dispersdo dos dados das duas proteinas com o respectivo
coeficiente de correlagdao (B, r =0,7281, p < 0,0001).

As diferencgas entre as densidades médias de nucleos imunorreativos para Fos e
Egr-1 nas estruturas estudadas também podem ser visualizadas na Figura 27, onde os
valores médios estimados para um mesmo grupo sao colocados lado a lado. A figura
revela que as maiores densidades de imunorreatividade, tanto para Fos como para Egr-1
foram encontradas na ACe em todos os grupos. Observa-se que os valores médios de
densidade de nucleos imunorreativos para Fos sdo, em geral, menores que os valores
médios para Egr-1 para todos os grupos e estruturas, sendo exce¢oes a ABL e a ACe no
grupo ING, para as quais os valores de imunorreatividade para Fos foram maiores do

que os valores para Egr-1. A figura mostra ainda que os menores valores médios para

Egr-1 foram estimados em sua maioria no GD, e que entre as estruturas que apresentam
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os valores mais baixos para Fos encontra-se o CAl. E também na drea CAl que foi
observada a maior variac¢ao entre as estimativas para Fos e Egr-1. Nota-se que os valores
médios dos grupos BIO, ADA e NDE apresentaram, para Fos, a mesma sequéncia de
estruturas (CA1 < CPFm < NSL < GD < ABL < CA3 < ACe). Sequéncia igual foi
apresentada também pelos grupos BIO e NDE para Egr-1 (GD < NSL < CPFm < CA1 <
ABL < CA3 < ACe) porém a sequéncia do grupo ADA apresentou diferencas (GD <
NSL < CPFm < CA1 < CA3 < ABL < ACe). Nao foram detectadas semelhangas entre as

sequéncias apresentadas pelos grupos ING e DES.
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Figura 27 — Valores médios de densidade de nicleos imunorreativos por estrutura e
marcador nos varios grupos.
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5. DISCUSSAO

Este estudo procurou investigar os padrdes de ativagdo neuronal em diferentes
areas do encéfalo de ratos submetidos ao modelo do desamparo aprendido, avaliando se
a imunorreatividade para as proteinas Fos e Egr-1 estava diferencialmente alterada
quando era constatada a ndo aprendizagem como fun¢do de histéria com estimulos
aversivos incontroldveis, ou seja, o efeito de desamparo aprendido.

Conforme foi estabelecido nos objetivos deste trabalho, foram realizadas
estimativas do nimero de nucleos imunorreativos para as proteinas Fos e Egr-1,
prioritariamente para o hipocampo, cortex pré-frontal medial e amigdala. Os resultados
gerais do experimento evidenciam diferencas estatisticamente significantes entre os

grupos experimentais nas trés estruturas selecionadas.

5.1. CONSIDERACOES GERAIS

O modelo do desamparo aprendido utilizado neste trabalho originou-se do
procedimento bdsico desenvolvido por Seligman e Maier (1967) que, posteriormente, na
década de 80, sofreu alteracdes que aprimoraram a andlise efetiva da aprendizagem
operante na fase de teste (Hunziker, 2003). O procedimento modificado tem sido
empregado regularmente no Laboratério de Anélise Biocomportamental, nas pesquisas
sobre as relacdes do organismo com aspectos incontroldveis do ambiente e suas

influéncias em aprendizagens futuras. Os dados disponiveis na literatura, com os quais
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muitas vezes os resultados obtidos foram comparados, sdo provenientes de
procedimentos com caracteristicas diferentes do aqui utilizado, em especial no que diz
respeito a varidvel dependente, ou seja, aprendizagem de fuga. As repercussdes que
essas mudancas tém para a andlise do desamparo aprendido foram analisadas em detalhe
em diversos trabalhos experimentais (Hunziker, 1981, 2003, 2005; Hunziker & Santos,
2007). Como ponto central, esses estudos sugerem que, diferentemente da maioria dos
trabalhos descritos na literatura (Maier & Seligman, 1976; Peterson, Maier, & Seligman,
1993) que avaliam mais provavelmente o déficit motor decorrente da incontrolabilidade
dos choques, o procedimento aqui empregado demonstra que a varidvel dependente em
estudo € a aprendizagem operante, ou seja, a mudanca no comportamento do sujeito em
funcdo do reforco negativo. Com isso, pode-se analisar o efeito do desamparo como uma
provavel alteracdo nessa relacdo bdsica a adaptacdo dos organismos ao ambiente (a
sensibilidade as suas consequéncias) como funcdo de uma histéria com eventos
aversivos intensos e incontrolaveis.

Neste trabalho, por dificuldades técnicas de implantar o delineamento de triades,
foi utilizado o delineamento de duplas. Porém, como a literatura ja demonstrou
exaustivamente que os efeitos obtidos sdo decorrentes da incontrolabilidade dos
choques, e ndo dos choques em si, considera-se que o presente estudo pode ser somado
ao conjunto de trabalhos relativos aos multiplos efeitos da aversividade incontroldvel.
Também por razdes técnicas, a meta inicialmente estabelecida de oito sujeitos por grupo,
que é o convencional em estudos sobre o desamparo aprendido, ndo foi atingida.
Entretanto, o minimo aqui utilizado (n = 6) € suficiente para que as andlises dos dados
comportamentais € imuno-histoquimicos sejam aceitdveis estatisticamente.

A técnica de imuno-histoquimica que foi utilizada para obtencdo dos dados é
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uma ferramenta amplamente empregada na pesquisa bdsica para o estudo da expressao
de proteinas com os mais diferentes propdsitos nas diferentes estruturas bioldgicas
(Bernardo, Lourenco, Cruz, Monteiro-Leal, Silva, Camisasca, Farina, & Lins, 2009). O
mecanismo bdsico desta técnica estd no reconhecimento, de maneira especifica, do
antigeno (proteina) por um anticorpo. A interacdo entre o antigeno, que estd sendo
pesquisado, e o anticorpo € posteriormente visualizada por meio da formagdao de um
complexo da enzima peroxidase e um agente cromdgeno que ird catalisar o
aparecimento da cor. Esta técnica indireta, isto é, que envolve duas reagdes antigeno-
anticorpo, € considerada bastante sensivel em razao da amplifica¢do do sinal que ocorre
durante a reacdo dos anticorpos secunddrios com os diferentes sitios antigé€nicos do
anticorpo primdrio. Além da sensibilidade dada pela amplificacdo, seriam algumas das
vantagens da técnica o custo razoavel, facilidade de utilizacdo e a possibilidade de
combinacdo com outras técnicas (Krukoff, 1998). Entretanto, também existem
desvantagens que podem afetar a qualidade do trabalho. Entre os inimeros fatores que
podem afetar esse tipo de técnica temos a fixacdo do tecido, o tipo e duracdo do
antigeno, a especificidade do anticorpo, a diluicdo do anticorpo, o sistema utilizado para
deteccao, entre outros (Walker, 2006). Em razdo de sua sensibilidade, essa técnica semi-
quantitativa de imunomarcagdo tem sido amplamente utilizada para avaliagdes
quantitativas, porém essas andlises apresentam certas limitacdes (Walker, 2006) visto
que as estimativas dependem da habilidade visual humana em conjunto com anélise de
imagem computadorizada ou contagem manual (Bernardo et al., 2009). No caso
especifico dos fatores de transcri¢do Fos e Egr-1, é grande o niimero de propdsitos para
os quais os mesmos t€m sido aplicados, e a interpretacdo dos resultados deverd sempre

levar em conta o contexto no qual esses produtos foram induzidos (Chaudhuri, 1997).
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O coeficiente de correlagao de Pearson € amplamente utilizado em estudos de
diversas dreas e pode ser interpretado como uma medida do grau de proximidade entre
duas varidveis (Falk & Well, 1997). Neste estudo o coeficiente de correlacdo de Pearson
foi utilizado como medida da covariabilidade dos dados de imunorreatividade,
entretanto, ainda que o mesmo possa ser util para que alguns aspectos do estudo nao

passem despercebidos, quaisquer inferéncias devem ser realizadas com reserva.

5.2. CARACTERISTICAS DA EXPRESSAO DOS GENES

A comparacdo dos dados de imunorreatividade para as proteinas Fos e Egr-1
mostra que os valores médios encontrados para Fos sdo, em geral, menores que os
valores médios para Egr-1 para todos os grupos e estruturas, sendo as diferencas
encontradas nao significantes em alguns casos, mas significantes em sua maioria. Os
valores apresentados na Figura 27 mostram uma imunorreatividade maior para Fos e
menor para Egr-1 na ABL e na ACe do grupo ING. Esses valores muito provavelmente
se devem a exposicdo aos choques do teste de fuga, que para os sujeitos desse grupo
tiveram o efeito de uma novidade. Os resultados sdo consistentes com os dados da
literatura que relatam que a expressdo do gene egr-I aparentemente requer uma
exposicao a estimulos mais especificos.

A avaliacdo da covariabilidade dos dados de imunorreatividade para Fos e Egr-1
por meio do célculo do coeficiente de correlacdo (r) de Pearson evidenciou uma alta
covariagdo dos dados gerais dos marcadores (Figura 26). Esse alto valor de correlagao

pode ser explicado pelo fato das estimativas para Fos e Egr-1, terem sido obtidas nos
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encéfalos dos mesmos sujeitos que estavam expostos aos mesmos estimulos ambientais.
Os diagramas de dispersdo da Figura 25 mostram que o indice de correlacdo entre os
dois marcadores foi menor para os grupos que nao receberam choques, aumentando com
a exposi¢ao aos choques e com o efeito de dificuldade de aprendizagem, demonstrando a
ocorréncia de um direcionamento da expressao dos genes nos grupos experimentais.

Em relacdo aos coeficientes de correlacdo obtidos a partir dos valores para Fos e
Egr-1 nas estruturas (Figura 23), observa-se que os maiores coeficientes foram obtidos
entre os dados da ABL e ACe para o mesmo marcador, excetuando-se os valores para
Fos e Egr-1 estimados no NSL que apresentaram alta correlacdo entre si e com os dados
do GD para Egr-1. O NSL foi incluido no estudo em razdo dos resultados de alguns
trabalhos que evidenciaram uma redugdo na expressdao do gene c-fos para o grupo dos
animais com desamparo nesta estrutura (Steciuk et al., 1999; Ronan, Steciuk, Kramer,
Kram, & Petty, 2000; Huang et al., 2004), porém esses resultados nao foram replicados
no presente estudo (Figura 16). A nao replicacdo dos resultados no NSL provavelmente
se deve as diferencas existentes entre os delineamentos experimentais. Os altos
coeficientes de correlagdo evidenciam existir uma covariabilidade entre os dados do GD
para Egr-1 e os dados do NSL para ambos os marcadores, o que pode indicar interacao
funcional entre o NLS e o GD. Frey, Bergado e Frey (2003) observaram que a
estimulacdo da ABL dentro de uma determinada janela de tempo pode transformar uma
LTP tempordria (early-LTP) em uma LTP duradoura (late LTP) no giro denteado de
ratos, e esse resultado os estimulou a pesquisar como esse efeito no GD era
desencadeado se ndo havia uma ligacao direta com a ABL, tendo descoberto que o efeito
no GD podia ser mediado via drea septal.

Os dados sobre expressdo basal dos genes c-fos e egr-1 nas estruturas analisadas,
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obtidas a partir das médias do grupo ndo-estimulado intencionalmente BIO, mostram
que a densidade de nucleos imunorreativos foi menor para Fos e maior para Egr-1
(Figura 22) para todas as regides analisadas. As diferencas entre os dois marcadores,
entretanto, nao foram estatisticamente significantes na ACe e GD. Os dados encontrados
por este trabalho sdo semelhantes aos resultados publicados por Herdegen et al. (1995)
sobre a expressao basal das proteinas Fos e Egr-1. As exce¢des encontradas (ACe e GD)
podem ser explicadas pelas diferencas nas condi¢des experimentais em que os dados
foram obtidos (Herdegen et al., 1995).

A andlise dos dados de imunorreatividade para Fos e Egr-1 agrupados por
estrutura mostra que o numero de nudcleos imunorreativos para Egr-1 continuou
predominante (Figuras 8, 10, 11, 12, 13, 14 e 16) embora a diferen¢a ndo tenha sido
significativa na ACe (Figura 10). A predominancia da expressdo do gene egr-1 também
se mostrou significante quando a anélise separa os dados por grupo (Figura 24) ou retine
todos os dados obtidos em apenas dois grupos (Figura 26). Esse tipo de predominancia
da expressdo do gene egr-I é mencionada na literatura e sugere um tipo de atividade
sindptica “fisiolégica” permanente que seria consequéncia da ativacdo dos receptores
NMDA e da exposi¢do aos estimulos do dia a dia (Beckmann & Wilce, 1997; Herdegen
et al., 1995).

Conforme descrito na literatura, a maior densidade de marcagdao dos neurdnios
pela proteina Egr-1 esteve claramente restrita a algumas dreas do sistema nervoso
central, e ndo foi detectada na substancia branca do encéfalo (Beckmann & Wilce,
1997). Segundo Beckmann e Wilce (1997) a expressdo da proteina Egr-1 € baixa no giro
denteado, maior na area CA3, e ainda maior na drea CAl do hipocampo. Neste

experimento foram encontrados valores mais baixos no GD e mais altos nas dreas CAl e
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CA3 do hipocampo, porém as estimativas no CA3 apresentaram valores médios maiores
que os valores estimados no CAl. Resultado semelhante, de maior expressao de RNA
mensageiro para Fos no CA3 e menor expressao no CA1, € mencionado por Kubik et al.
(2007) e teria ocorrido durante a fase inicial de um experimento de discriminagdo de
odor. Segundo esse autor, os padrdes de expressdo de dominadncia do CAl ou CA3
parecem refletir diferentes condi¢des de funcionamento do hipocampo.

A diferenca significante na imunorreatividade para Fos encontrada na drea CA1
do hipocampo entre os grupos BIO e ADA mostrou que o periodo de adaptacdo de trés
dias foi insuficiente para evitar a expressdo decorrente da exposi¢do dos animais a
estimulos nao relacionados ao tratamento com choques incontroldveis nessa estrutura, e
indica a necessidade de que esse periodo seja prolongado em futuros estudos que visem

analisar os efeitos da incontrolabilidade na expressao dos genes de ativagcao imediata.

5.3. A EXPRESSAO DE FOS E EGR-1 E O DESAMPARO APRENDIDO

O resultado mais instigante do presente trabalho parece ter sido evidenciado no
giro denteado do hipocampo, onde foi observado um aumento da densidade de nicleos
imunorreativos para Egr-1 no grupo DES quando este foi comparado aos demais grupos,
excetuando-se o grupo ING, que embora apresentando um valor médio menor, nao
apresentou diferenca estatistica significante (Figura 14). Conforme j4 mencionado
anteriormente, o resultado observado para o grupo ING pode ter ocorrido em razdo da
exposicao a novidade do choque elétrico apresentado no teste de fuga para os sujeitos

desse grupo, ainda que se suponha que um aumento na ativacdo constatado para Egr-1
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apresente caracteristicas de expressao diferenciadas de um aumento detectado para Fos.

Embora seja um grupo controle comportamental importante na andlise dos dados
do modelo do desamparo aprendido, o grupo ING aparentemente nao foi um bom grupo
controle experimental sob o ponto de vista da expressdao dos genes de ativacdo imediata.
A exposi¢ao a novidade do choque no teste de fuga também parece ser a explicacdo mais
razodavel para o aumento significativo da densidade de nicleos imunorreativos desse
grupo em outras estruturas, a exemplo da maior expressao observada para o grupo ING
no CPFm e na drea CA1 do hipocampo, ambos para Fos (Figuras 11 e 12).

Os resultados obtidos neste experimento, que ndao mostraram diferengas
significantes na imunorreatividade para Fos na area do GD (Figura 14), foram
consistentes com os dados publicados por Castro-Alamancos et al. (1992) mas nao
replicaram os resultados de Huang et al. (2004) que mostrou uma menor densidade de
ndcleos imunorreativos para Fos no giro denteado do hipocampo do grupo de sujeitos
com desamparo em comparagdo com o grupo sem desamparo. Castro-Alamancos et al.
(1992) estudaram a expressdo do gene c-fos no giro denteado com a finalidade de
identificar as diferencas entre os efeitos do aprendizado em condi¢des aversivas dos
efeitos relacionados aos choques. Esses pesquisadores nao encontraram diferengas na
imunorreatividade para Fos entre os animais com controle (TR) e sem controle (YK)
sobre os choques, e chegaram a conclusdo de que a presenca da proteina Fos nessa drea
do hipocampo nao estaria relacionada aos processos de memoria e aprendizagem.

Com relagdo a amigdala, as diferencas significantes na densidade de nicleos
imunorreativos para Egr-1 entre os grupos ING e DES, que foram encontradas tanto na
ABL como na ACe (Figuras 8 e 10) e entre os grupos BIO e DES na ABL, ndo sao

suficientes para qualquer afirmativa com relacdo a participacdo destas estruturas nos



88

processos neurobioldgicos relacionados ao desenvolvimento do fendmeno do desamparo
aprendido, visto que as diferencgas entre o grupo NDE e DES nao foram estatisticamente
significantes. Com relacdo aos dados de covariagdo, apesar dos dados estimados na ABL
e ACe para Fos nao terem apresentado diferencas significantes entre os grupos, foi
observada uma alta correlacao significante entre os dados de imunorreatividade da ABL
e da ACe para Fos, o mesmo ocorrendo entre os dados estimados na ABL e na ACe para
Egr-1, evidenciando uma covariabilidade (Figura 23) que refor¢ca a ideia de interacao
funcional entre as duas estruturas neste estudo.

Os inimeros estudos que demonstram haver relagdo entre a LTP e a expressao da
proteina Egr-1, em conjunto com os resultados deste experimento que evidenciaram
aumento da imunorreatividade para essa proteina no giro denteado no grupo DES, dao
destaque uma série de estudos publicados sobre a amigdala basolateral e o giro denteado
do hipocampo. Por exemplo, Ikegaya et al. (1995) mostraram que a estimulacdo da
amigdala basolateral facilitou a ocorréncia da potenciagdo de longo prazo no giro
denteado do hipocampo, e Abe (2001), por meio de experimentos eletrofisiolégicos em
ratos anestesiados, conseguiu obter evidéncia direta de que a estimulagdo da amigdala
modula a plasticidade sindptica no hipocampo, confirmando os dados que tinham sido
obtidos por Jas, Almaguer, Frey e Bergado (2000) e por Akirav e Richter-Levin (1999).
Akirav e Richter-Levin (2006) posteriormente confirmaram que o efeito de ativacdo da
ABL sobre o GD ¢ bifasico, podendo produzir aumento ou inibicdo da plasticidade
sindptica no hipocampo. Akirav e Richter-Levin (2006) afirmam que uma questdo chave
a ser respondida seria saber em que condicdes os efeitos de ativacdo da amigdala sobre o
hipocampo passariam a gerar prejuizos e ndo beneficios as funcdes de memoria e

aprendizagem. Interessante que Baumgirtel, Genoux, Welzl, Tweedie-Cullen, Koshibu,
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Livingstone-Zatchej, Mamie e Mansuy (2008) relatam que descobriram que a proteina
calcineurina fosfatase, um potente regulador negativo da sinaliza¢cdo neuronal, estd
inibida na amigdala durante a formacdo da memoria aversiva (isto €, a retencdo da
lembranca do evento aversivo pelo organismo) enquanto a proteina Egr-1 estaria ativada
e a expressdo da proteina Fos permaneceria sem modificagdes. Posteriormente,
utilizando camundongos transgénicos, esses pesquisadores teriam observado ainda que a
inibicdo da proteina calcineurina fosfatase e a expressao aumentada da proteina Egr-1
fortalecem a reten¢do e aumentam a resisténcia da memoria a extingao.

Outro trabalho, que estudou o impacto da controlabilidade e incontrolabilidade
em labirinto aquético na atividade do hipocampo e amigdala de ratos, detectou uma
melhora na LTP no GD para o grupo incontrolavel, prejuizo da LTP na drea CA1 do HIP
para os grupos controldvel e incontroldvel, e reducdo na LTP no nicleo basal da
amigdala também para ambos os grupos (Kavushansky, Vouimba, Cohen, & Richter-
Levin, 2006). Esses resultados, que segundo os autores sugere a indugdo de plasticidade
pelo estresse incontroldvel (Kavushansky et al., 2006), aparentemente sao contrarios aos
relatos de outros pesquisadores que observaram prejuizos na LTP hipocampal (Shors,
Foy, Levine, & Thompson, 1990; Maroun & Richter-Levin, 2003; Kim, Song, &
Kosten, 2006). Ryan, Vollmayr, Klyubin, Gass, & Rowan (2009) observaram prejuizos
na plasticidade sindptica na drea dorsal do hipocampo apds choques incontroldveis, mas
concluiram que esse efeito ndo estaria diretamente ligado a indu¢do do desamparo nos
animais. Observa-se que os resultados relatados por Kavushansky er al. (2006)
apresentam certa similaridade com os dados que sdo aqui apresentados, pelas alteracdes
observadas no GD para Egr-1 no grupo incontrolavel (DES), e pelas reducdes na

imunorreatividade para Fos no CA1l de ambos os grupos, controldvel e incontrolédvel,
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deste estudo.

A formacdo de novas memdrias tem sido baseada na hipdtese de que a ativagao
de cascatas moleculares nos neurdnios resultaria em modificagdes duradouras na
estrutura e funcdo das sinapses, com a potenciacdo de longo prazo exercendo um papel
essencial nesse mecanismo de plasticidade sindptica (Bruel-Jungerman et al., 2006). A
neurogénese no hipocampo, em areas como o giro denteado, tem sido estudada como
uma possivel forma explicar o mecanismo da memoria pela plasticidade neuronal
(Bruel-Jungerman et al., 2006; Bruel-Jungerman, Davis, & Laroche, 2007; Deng, Saxe,
Gallina, & Gage, 2009), mas ainda permanece obscuro se a neurogénese realmente
participa desse mecanismo (Deng, Aimone, & Gage, 2010).

As hipéteses atuais de inducdo e manutengdo da depressdo t€m sugerido o
envolvimento da neurogénese hipocampal no desenvolvimento da depressao (Paizanis et
al., 2007), no sentido de que uma reducdo na proliferacdo das células granulares do GD
induzida pelo estresse resultaria no desenvolvimento dos episddios depressivos (Chen et
al., 2006; Duman, 2002a, 2002b). Como foi mencionado na Introducdo, Vollmayr et al.
(2007) argumentam contra essa hipétese com base nos resultados de um estudo realizado
no modelo do desamparo aprendido (Vollmayr, Simonis, Weber, Glass, & Henn, 2003).
Esse estudo mostrou que uma pequena e nao significativa reducdo da proliferacao
celular ocorre no GD de animais com e sem desamparo apds choques inescapdveis de
0,8 mA (com duragdo ndo especificada) nas patas. Nesse estudo os pesquisadores
também mostraram que o estresse da imobilizacdo era suficiente para provocar uma
reducdo de 35% na taxa de proliferacdo celular no giro denteado em animais que nao
apresentaram o desamparo aprendido no teste (15 tentativas, 0,8 mA, com duracio de 60

s cada) realizado 24 horas depois. Os autores analisam que estes resultados sugerem que
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o processo fisiolégico de desenvolvimento do desamparo aprendido nao envolve
alteracdes na taxa de formagdo de novas células (Vollmayr et al., 2003). Os autores
lembram, entretanto, que embora as modificagdes agudas na proliferacdo celular nao
estejam relacionadas a indug¢do do fendmeno, ainda existe a possibilidade de que as
redugdes celulares detectadas posteriormente possam estar relacionadas com a
manutencao do comportamento (Vollmayr et al., 2003). Ja Fornal et al. (2007) mostram
uma outra possibilidade. Eles estudaram a proliferacdo celular em ratos que receberam
100 choques de 1,0 mA na cauda, com duracdo de 5 s cada, encontrando um decréscimo
de 18% no numero de células ap6és um periodo de sete dias da sess@o de choques. Esses
autores chegaram a conclusdo que a reducdo observada na proliferacdo celular pode ter
alguma relagdo com os altos niveis de corticosterona, hipdtese que seria consistente com
os resultados relatados em outros trabalhos (Brummelte & Galea, 2010).

O aumento da imunorreatividade para Egr-1 detectado no GD do grupo DES nao
contribui para elucidar a ocorréncia ou nao de proliferacdo celular nessa estrutura pois,
segundo dados da literatura, o gene egr-I pode atuar regulando a proliferacdo celular,
aumentando-a ou reduzindo-a, existindo um longo caminho a ser percorrido até que tais
aspectos reguladores sejam melhor compreendidos.

Os resultados obtidos para a proteina Fos no CPFm e na drea CA1 do hipocampo
para o grupo ING apresentaram diferencas significantes na comparacdo com todos os
grupos estudados (Figuras 11 e 12). A realizacdo de novas andlises dos dados excluindo
esse grupo evidenciou a presenca de diferenca significante entre os grupos BIO e NDE
no CPFm (Figura 17). Essa diferenca pode ser explicada pelas condi¢des de exposicao
aos estimulos que sdo distintas entre esses dois grupos. Os sujeitos do grupo BIO nido

foram expostos aos estimulos aversivos intensos aos quais foram submetidos os sujeitos
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do grupo NDE, o que resultaria em menor expressao da proteina Fos no grupo BIO.

Uma menor ativacdo do CPFm para Fos no grupo DES foi evidenciada quando
os grupos NDE e DES foram analisados isoladamente (Figura 20). Os sujeitos desses
dois grupos foram expostos ao mesmo tratamento com choques, apresentando
desempenhos diferentes quando o teste de aprendizagem foi realizado. Nessa
comparacdo, a maior ativacdo para Fos foi observada no CPFm do grupo NDE. Esses
dados sao consistentes com resultados obtidos por Huang et al. (2004) que observaram
uma maior imunorreatividade no CPFm do grupo sem desamparo que no grupo controle,
que pode ser comparado ao grupo BIO (Figura 17). No trabalho de Huang et al. (2004),
a imunorreatividade para Fos no CPFm dos animais com desamparo foi menor do que a
imunorreatividade no grupo sem desamparo porém maior que a do grupo controle, mas
essas diferengas ndo se mostraram significantes. Sobre esses resultados os pesquisadores
comentaram que a descoberta sugeria que o estresse pode ter efeitos na atividade
neuronal no CPFm, mas que ndo representaria algo importante com relacdo ao
comportamento do desamparo aprendido. Essa conclusdo ndo € sustentada pelos estudos
conduzidos por Amat e colaboradores, que tém sugerido que o CPFm pode ser muito
importante para a detec¢do e processamento da controlabilidade (Amat, Baratta, Paul,
Bland, Watkins, & Maier, 2005; Amat, Paul, Zarza, Watkins, & Maier, 2006; Baratta,
Christianson, Gomez, Zarza, Amat, Masini, Watkins, & Maier, 2007).

De acordo com Amat et al. (2005), o CPFm ventral ndo seria uma estrutura
critica para a aquisicdo do controle da resposta de fuga, mas teria importancia na
deteccdo da contingéncia, agindo na regulacdo do funcionamento de outras estruturas
envolvidas nas respostas aos eventos aversivos, e também na utilizacdo da experiéncia

prévia para modular o impacto de uma eventual exposi¢do posterior a estimulos
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aversivos incontroldveis (Amat et al., 2006). Sob essa perspectiva, os resultados aqui
obtidos, de menor imunorreatividade no CPFm para Fos no grupo DES, indicariam uma
falta de ativacdo neuronal decorrente da nao detec¢do da contingéncia pelo sujeito. Em
termos comportamentais, a ndo deteccdo da contingéncia pelo sujeito poderia ser
interpretada como uma insensibilidade dos animais as contingéncias de reforcamento, e
seria observada quando os sujeitos, apesar de experimentarem a contingéncia de fuga em
vigor, ndo aprendem essa resposta (Hunziker, 2003). A maior imunorreatividade para
Fos detectada no CPFm no grupo NDE em comparagdo ao grupo DES, por sua vez,
poderia sugerir que esse grupo apresentou ativacdo neuronal suficiente para conseguir
detectar a contingéncia em vigor e aprender a resposta, mostrando estar sensivel a
contingéncia de reforcamento ao ndo apresentar defasagens significantes na
aprendizagem de fuga.

A hipdtese mencionada por Amat e colaboradores apresenta consisténcia com a
suposicao de Drevets et al. (2008) de que o CPFm e os circuitos que o conectam com
outras estruturas limbicas e corticais estariam disfuncionais na depress@ao em humanos, e
também € compativel com a sugestdo de que, no transtorno de estresse pds-traumatico, a
ativacdo da amigdala estaria aumentada em razdo da menor inibicao dessa estrutura pelo
CPFm. Outro experimento, realizado por Kim, Jo, Kim, Kim, e Choi (2010), traria
evidéncias nessa mesma direcdo. Esses autores também relatam uma reducdo na
densidade de ntcleos imunorreativos para Fos no CPFm de ratos que apresentaram
déficits no aprendizado de exting¢do respondente, o que os levou a concluir que a falta de
ativacdo do CPFm, mais especificamente da regido infralimbica, pode estar relacionada
a esse déficit. Os estudos sobre extingdo respondente sdo importantes para o0s

pesquisadores do transtorno de estresse pOs-traumdtico, disturbio para o qual o
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desamparo aprendido também € proposto como modelo animal. Os déficits no
aprendizado de extingdo explicariam os sinais e sintomas de re-experimentacao que
caracterizam o distdrbio traumatico nos pacientes (Kim et al., 2010).

Akirav e Maroun (2007) afirmam que uma disfun¢do no circuito CPFm-AMI
pode ocorrer apdés uma experi€éncia de exposi¢do a estimulos aversivos, e que tal
disfun¢ao também afetaria a drea CA1 do hipocampo. No experimento aqui descrito nao
foi observada diferenca significante entre os grupos NDE e DES na area CAl, mas foi
detectado um efeito de covariacdo entre os dados do CPFm e da drea CA1 do hipocampo
para a proteina Fos. Como mencionado anteriormente, em condi¢des normais a ABL,
que seria importante na consolidacdo das lembrancas de eventos que eliciam respostas
de medo e emocionais, deveria ser inibida pela ativacdo do CPFm (Akirav & Maroun,
2007), e esse efeito de inibicdo também agiria sobre a ACe, apesar das poucas projecoes
do CPFm para esta estrutura (Likhtik er al, 2005).

Os resultados experimentais para Fos aqui relatados mostram que, para o grupo
ING, o aumento da proteina Fos no CPFm foi acompanhado pelo aumento nao
significante da imunorreatividade do mesmo marcador na ABL e na ACe, e no caso do
grupo DES o resultado seria o oposto, isto €, ocorreu uma pequena redugao significante
na ativacao do CPFm na comparac¢do com o grupo NDE, que foi acompanhada por um
aumento ndo significante na ABL e na ACe. Analisando os resultados de
imunorreatividade para a proteina Egr-1, o aumento nio significante da ativagdo no
CPFm do grupo ING foi acompanhado por uma quase estabilidade na ativacdo na ABL e
ACe, sendo que, para o grupo DES, o valor para Egr-1 no CPFm manteve-se muito
pouco reduzido em contraste com o aumento observado na ABL e na ACe para esse

grupo. A explicacdo dada por Akirav e Maroun (2007), no entanto, adquire uma maior
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consisténcia se a andlise dos dados dos marcadores Fos e Egr-1 forem cruzados. Neste
caso, a reducdo na ativacdo para Fos no CPFm do grupo DES seria acompanhada por um
aumento na ativagao para Egr-1 na ABL e ACe do grupo DES.

Os estudos realizados em pacientes do transtorno de estresse pds-traumaético,
principalmente de neuroimagem, que evidenciaram a ocorréncia de aumento da ativacao
da amigdala, reducdo da ativacdo do cértex pré-frontal medial e prejuizos funcionais no
hipocampo dos pacientes, apresentam consisténcia com os dados que evidenciaram para
o grupo DES aumento parcialmente significante na ativacao da ABL e ACe para Egr-1,
reducdo da ativacdo do CPFm para Fos e alteragdes na ativagdo neuronal no GD do
hipocampo para Egr-1. Os resultados deste experimento poderiam entdo ser explicados
por uma baixa inibi¢do da amigdala pelo CPFm que, consequentemente, levaria a uma
modulacdo positiva dessa estrutura sobre o giro denteado, incrementando a LTP e
produzindo o aumento da proteina Egr-1 que, por sua vez, poderia modular
negativamente a proliferacdo celular na regido hipocampal.

Os resultados do presente experimento revelam alteragdes na imunorreatividade
para as proteinas Fos e Egr-1 em estruturas que sdo consideradas importantes para o
estudo do estresse, da memoria e aprendizagem. As evidéncias diretas do envolvimento
do gene egr-1 na manutencdo da LTP, consolidacdo e reconsolidacdo de memorias, e
aprendizagem (Jones et al., 2001; Davis et al., 2003; Poirier et al., 2008) sugerem que o
desamparo aprendido estd implicado nos mecanismos correspondentes. Mas ainda que a
potenciagdo de longo prazo promova a proliferacdo de novos neurdnios no giro denteado
(Bruel-Jungerman et al., 2006), e a LTP rapidamente induza a expressdo da proteina
Egr-1 (Wisden et al., 1990; Bozon et al., 2002), a maior imunorreatividade para Egr-1

no giro denteado observada no grupo DES ndo é evidéncia que possa relacionar o
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desenvolvimento do desamparo aprendido com a neurogénese. Os mecanismos
moleculares que regulam a proliferacdo celular no GD na@o sdo conhecidos (Bruel-
Jungerman et al., 2006), e a ligagdo da neurogénese com 0s mecanismos de memoria e
aprendizagem ainda nao estd clara (Deng et al., 2010), sendo que os resultados obtidos
por Vollmayr et al. (2003) reduzem as possibilidades de que a neurogénese tenha
relacdo com o desamparo aprendido. Apesar disso, os resultados aqui relatados destacam
os mecanismos de regulacdo da proliferagao celular como um tema a ser estudado.

O desenvolvimento do desamparo aprendido implica em algum tipo de alteracao
fisiolégica que deveria ocorrer em menos de 24 horas, tempo apds o qual o fendmeno ja
¢ detectado. Os resultados do estudo aqui descrito sugerem que essa alteragdo deve
envolver a expressdo do gene egr-I no giro denteado do hipocampo e o gene c-fos no
cortex pré-frontal, e talvez amigdala, que poderiam atuar no curto prazo provavelmente
nos mecanismos responsaveis pela aquisicio da lembranga traumadtica, e também no
longo prazo reduzindo o volume hipocampal por meio da regulacdo da proliferacao
celular.

Os dados provenientes da literatura sobre a expressao dos genes de ativacdo
imediata estudados aqui destacam as caracteristicas reguladoras desses genes, que
podem resultar em efeitos positivos ou negativos sobre a proliferacao celular, a exemplo
do envolvimento do gene egr-1 na reducdo ou aumento do crescimento celular de
tumores (Calogero et al., 2004; Baron, Adamson, Calogero, Ragona, & Mercola, 2006).
Ja em 1997 Beckmann e Wilce mencionavam as propriedades reguladoras dos fatores de
transcricdo da familia Egr, que poderiam atuar em muitas proteinas com fungdes
diferentes nos diversos tipos de célula. A afirmacdo desses autores de que muita

pesquisa ainda seria necessdria para determinar o papel regulador exato desses genes in
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vivo e estabelecer como tais proteinas funcionam, continua valida.

As evidéncias experimentais dos estudos t€ém sugerido funcdes importantes para
as estruturas onde foram encontradas as diferencas significantes neste trabalho. Sugere-
se que cortex pré-frontal medial normalmente inibe a ativacdo da amigdala (Akirav &
Maroun, 2007) ou detecta a contingéncia em uma situagao de controlabilidade (Amat et
al., 2006), enquanto a amigdala modula a ativag¢do do giro denteado (Akirav & Richter-
Levin, 2006), que estaria implicado na memdria e aprendizagem. As hipéteses
explicativas fornecidas pela literatura sobre os mecanismos neurobiolégicos, entretanto,
ainda apresentam muitas contradicdes, certamente em razdo da complexidade dos
organismos, dos indmeros fatores e varidveis diferentes entre os estudos que sdo
realizados, e dos pontos ainda obscuros que precisam ser revelados por novas
descobertas. Os resultados deste experimento, no entanto, fornecem indicios
neurobioldgicos de que o modelo do desamparo aprendido € um bom modelo para o
estudo de distirbios como a depressdo e o transtorno de estresse pos-traumaético. Os
resultados mais importantes deste experimento foram evidenciados nas estruturas
encefélicas que correspondem as dreas onde foram detectadas as alteracdes nos pacientes
com esses disturbios, e os resultados também apresentam uma razodvel consisténcia com
algumas das evidéncias observadas em outros estudos realizados sobre temas

relacionados a essas condigdes.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho disponibilizou informagdes importantes para uma melhor
compreensdo do fendmeno do desamparo aprendido, tendo acrescentado dados que
contribuem para o entendimento dos processos neurais envolvidos na aprendizagem e
memoria em condi¢des aversivas. Os resultados relatados neste trabalho conduziram as

seguintes conclusdes:

1. A imunorreatividade foi diferencialmente alterada no CPFm para Fos e no GD para
Egr-1 quando foi constatada a ndo aprendizagem.

2. As caracteristicas de expressdo dos genes c-fos e egr-1 foram distintas nas diversas
estruturas analisadas.

3. Os resultados evidenciados na amigdala, no cortex pré-frontal medial e no giro
denteado do hipocampo indicam que essas estruturas podem ser funcionalmente
importantes para o desenvolvimento do fendmeno do desamparo aprendido.

4. As evidéncias existentes sobre as caracteristicas funcionais dessas estruturas
sugerem que os mecanismos neurobiolégicos da memdria e aprendizagem estao
implicados no desenvolvimento do desamparo aprendido.

5. Os resultados gerais do trabalho indicam que os estudos realizados no modelo do
desamparo aprendido podem ser uteis para a compreensdo dos mecanismos
neurobiolégicos envolvidos no desenvolvimento da depressdao e do transtorno de

estresse pos-traumatico.
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Tabela 1 - Laténcias médias (s) das tentativas dos grupos Ingénuo (ING) e
Desamparado (DES) e os resultados da andlise de variancia de duas vias para medidas
repetidas (two-way ANOVA RM) com teste post-hoc de Bonferroni.

Tentativas ING DES Diferenca t Valor de P Resumo
1 2,840 5,095 2,255 1,510 P > 0.05 ns
2 4,850 6,446 1,596 1,069 P > 0.05 ns
3 5,176 7,826 2,651 1,775 P >0.05 ns
4 4,833 8,874 4,041 2,706 P > 0.05 ns
5 4,950 6,405 1,455 0,9742 P > 0.05 ns
6 5,783 10,020 4,235 2,835 P >0.05 ns
7 5,541 9,988 4,446 2,977 P > 0.05 ns
8 4,631 9,984 5,352 3,584 P <0.05 *
9 4,817 8,885 4,068 2,724 P >0.05 ns
10 5,624 7,854 2,229 1,493 P > 0.05 ns
11 3,233 7,809 4,576 3,064 P > 0.05 ns
12 3,434 8,855 5,421 3,630 P <0.01 *
13 3,454 10,000 6,549 4,385 P < 0.001 e
14 3,427 8,666 5,239 3,508 P <0.05 *
15 2,713 10,000 7,291 4,882 P <0.001 o
16 3,679 9,989 6,310 4,225 P < 0.001 i
17 3,201 10,020 6,815 4,563 P < 0.001 i
18 1,909 9,996 8,088 5,415 P < 0.001 b
19 3,599 7,331 3,733 2,499 P > 0.05 ns
20 4,456 10,030 5,576 3,733 P <0.01 **
21 1,881 8,735 6,854 4,589 P < 0.001 b
22 3,374 9,350 5,976 4,001 P <0.01 **
23 3,711 8,925 5,214 3,491 P <0.05 *
24 2,697 8,924 6,227 4,169 P <0.01 >
25 2,761 10,000 7,240 4,848 P < 0.001 i
26 1,867 9,994 8,127 5,441 P < 0.001 i
27 2,354 9,998 7,643 5,118 P < 0.001 b
28 1,787 8,014 6,227 4,169 P <0.01 **
29 3,296 9,085 5,789 3,876 P <0.01 **
30 3,037 10,010 6,974 4,670 P <0.001 i
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Tabela 2 — Laténcias médias (s) das tentativas dos grupos Nao Desamparado (NDE) e
Desamparado (DES) e os resultados da andlise de variancia de duas vias para medidas
repetidas (two-way ANOVA RM) com teste post-hoc de Bonferroni.

Tentativas NDE DES Diferenca t Valor de P Resumo
1 5,738 5,095 -0,643 0,413 P >0.05 ns
2 2,170 6,446 4,276 2,744 P >0.05 ns
3 6,153 7,826 1,673 1,073 P > 0.05 ns
4 5,858 8,874 3,015 1,935 P >0.05 ns
5 4,165 6,405 2,240 1,437 P >0.05 ns
6 6,763 10,020 3,254 2,088 P > 0.05 ns
7 7,078 9,988 2,909 1,867 P >0.05 ns
8 5,355 9,984 4,629 2,970 P >0.05 ns
9 6,098 8,885 2,787 1,788 P > 0.05 ns
10 3,672 7,854 4,182 2,684 P >0.05 ns
11 4,715 7,809 3,094 1,985 P >0.05 ns
12 5,858 8,855 2,997 1,923 P > 0.05 ns
13 6,628 10,000 3,375 2,166 P >0.05 ns
14 3,220 8,666 5,446 3,495 P <0.05 *
15 5,108 10,000 4,895 3,141 P > 0.05 ns
16 5,662 9,989 4,327 2,777 P >0.05 ns
17 3,928 10,020 6,088 3,906 P <0.01 *
18 4,968 9,996 5,028 3,226 P <0.05 *
19 3,890 7,331 3,441 2,208 P >0.05 ns
20 6,117 10,030 3,915 2,512 P >0.05 ns
21 2,455 8,735 6,280 4,030 P <0.01 **
22 5,950 9,350 3,400 2,182 P >0.05 ns
23 3,315 8,925 5,610 3,600 P <0.05 *
24 2,910 8,924 6,014 3,859 P <0.01 **
25 4,578 10,000 5,423 3,480 P <0.05 *
26 4,877 9,994 5,117 3,283 P <0.05 *
27 5,457 9,998 4,541 2,914 P > 0.05 ns
28 2,567 8,014 5,447 3,495 P <0.05 *
29 3,682 9,085 5,403 3,467 P <0.05 *

w
o

2,708 10,010 7,303 4,686 P <0.001 e
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Tabela 3 — Laténcias médias (s) das tentativas dos grupos Ingénuo (ING) e Nao
Desamparado (NDE) e os resultados da andlise de variancia de duas vias para medidas
repetidas (two-way ANOVA RM) com teste post-hoc de Bonferroni.

Tentativas ING NDE Diferenca t Valor de P Resumo
1 2,840 5,738 2,898 1,805 P >0.05 ns
2 4,850 2,170 -2,680 1,669 P >0.05 ns
3 5,176 6,153 0,978 0,6089 P > 0.05 ns
4 4,833 5,858 1,025 0,6388 P >0.05 ns
5 4,950 4,165 -0,785 0,4890 P >0.05 ns
6 5,783 6,763 0,980 0,6107 P > 0.05 ns
7 5,541 7,078 1,537 0,9573 P >0.05 ns
8 4,631 5,355 0,724 0,4507 P >0.05 ns
9 4,817 6,098 1,281 0,7980 P > 0.05 ns
10 5,624 3,672 -1,953 1,216 P >0.05 ns
11 3,233 4,715 1,482 0,9232 P >0.05 ns
12 3,434 5,858 2,424 1,510 P > 0.05 ns
13 3,454 6,628 3,174 1,977 P >0.05 ns
14 3,427 3,220 -0,207 0,1290 P >0.05 ns
15 2,713 5,108 2,395 1,492 P > 0.05 ns
16 3,679 5,662 1,983 1,235 P >0.05 ns
17 3,201 3,928 0,727 0,4528 P >0.05 ns
18 1,909 4,968 3,060 1,906 P > 0.05 ns
19 3,599 3,890 0,291 0,1815 P >0.05 ns
20 4,456 6,117 1,661 1,035 P >0.05 ns
21 1,881 2,455 0,574 0,3573 P > 0.05 ns
22 3,374 5,950 2,576 1,604 P >0.05 ns
23 3,711 3,315 -0,396 0,2469 P >0.05 ns
24 2,697 2,910 0,213 0,1326 P > 0.05 ns
25 2,761 4,578 1,817 1,132 P >0.05 ns
26 1,867 4,877 3,010 1,875 P >0.05 ns
27 2,354 5,457 3,102 1,932 P > 0.05 ns
28 1,787 2,567 0,779 0,4856 P >0.05 ns
29 3,296 3,682 0,386 0,2404 P >0.05 ns
30 3,037 2,708 -0,329 0,2048 P > 0.05 ns
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Quadro II - Magnitude da correlagdo entre os valores de densidade de nicleos
imunorreativos das estruturas, estimada por meio do coeficiente de correlacdo (r) de

Pearson.
ABL | ACe | CA1 CA3 [CPFm| GD NSL | ABL | ACe | CA1 CA3 |CPFm| GD NSL
Fos | Fos | Fos | Fos | Fos | Fos | Fos | Egr-1 | Egr-1 | Egr-1 | Egr-1 | Egr-1 | Egr-1 | Egr-1
ABL 0,94818| 0,06783| 0,51891| 0,11668| 0,44137| 0,13016| 0,42328| 0,46055| 0,00879| 0,23487| 0,00268| 0,32922| 0,10112
Fos 22| 387 77 3 59 1 88 71| 4822 14] 0264 88 8
ACe |0,9481 0,12706| 0,55972| 0,24671| 0,42768| 0,22200| 0,36088| 0,37304| 0,01360| 0,17365| 0,01687| 0,37545| 0,26446
Fos 822 69 7 5 14 22 4 46| 657 09| 143 44 13
CA1 |0,06783|0,12706 0,03179| 0,72533| 0,09042 0,37752| 0,50598| 0,20131| 0,16443| 0,37390 0,21404{ 0,11208
Fos 387 69 947, 67| 175|0,22823 53 6 76 89 66 51 44
CA3 |0,51891|0,55972|0,03179 0,04113|0,41926| 0,38405 0,25889| 0,31288| 0,19880| 0,14990| 0,10684| 0,51671| 0,27232
Fos 77 7| 947 282 94 69 37 39 83 72 3 12 41
CPFm | 0,11668|0,24671| 0,7253| 004113 0,16926| 0,34880| 0,31943| 0,39485| 0,02590| 0,25154| 0,59352| 0,15649| 0,17630
Fos 3 51 367| 282 3 2 35 95| 654 45 09 56 04
GD [ 0,44137|0,42768| 0,09042 0,41926| 0,16926 0,11394| 0,39282| 0,36681 0,09283 0,28340| 0,25524| 0,24477| 0,02142
Fos 59 14 175 94 3 2 77 03 951 48 46 14 787
NSL 0,13016|0,22200 0,38405| 0,34880| 0,11394 0,09570| 0,09995| 0,15591| 0,11024| 0,30951| 0,68008| 0,71883
Fos 1 22| 0,22823 69 2 2 571 963 97, 18 88 01 26
ABL | 0,42328| 0,36088| 0,37752| 0,25889| 0,31943| 0,39282| 0,09570 0,90168| 0,00524| 0,61699| 0,08432| 0,32113| 0,02190
Egr-1 88 4 53 37 35 771 571 77| 4546 05| 787 96 609
ACe | 0,46055| 0,37304| 0,50598| 0,31288| 0,39485| 0,36681| 0,09995| 0,9016 0,04323| 0,56205| 0,05152| 0,36104| 0,09842
Egr-1 71 46 6 39 95 03| 963 877 723 12| 806 46| 902
CA1 0,00879|0,01360| 0,20131| 0,19880| 0,02590| 0,09283| 0,15591| 0,00524| 0,04323 0,36406| 0,09033| 0,05488| 0,12179
Egr-1| 4822 657 76 83| 654 951 97| 4546|723 78] 202|762 89
CA3 | 0,23487|0,17365| 0,16443| 0,14990| 0,25154] 0,28340| 0,11024| 0,6169) 0 56205| 0,36406 0,11831|0,13375| 0,02576
Egr-1 14 09 89 72 45 48 18| 905 12 78 77 36 173
CPFm | 0,00268| 0,01687| 0,37390| 0,10684| 0,59352| 0,25524| 0,30951| 0,08432| 0,05152| 0,09033| 0,11831 0,10428| 0,30369
Egr-1| 0264 143 66 3 09 46 88| 787 808 202 77 75 55
GD | 0,32922| 0,37545| 0,21404| 0,51671| 0,15649| 0,24477| 0,6800] 0,32113| 0,36104| 0,05488| 0,13375| 0,10428 0,63819
Egr-1 88 44 51 12 56 14 801 96 46| 762 36 75 04
NSL |0,10112| 0,26446| 0,11208| 0,27232| 0,17630| 0,02142| 0,7188] 0,02190| 0,09842] 0,12179| 0,02576| 0,30369| 0,6381
Egr-1 8 13 44 41 04 787 326/ 09| 902 89 173 55 904
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Quadro III — Nivel de significancia dos coeficientes de correlacdo apresentados no
Quadro II.

ABL
Fos

ACe
Fos

CA1
Fos

CA3
Fos

CPFm
Fos

GD
Fos

NSL
Fos

ABL
Egr-1

ACe
Egr-1

CA1
Egr-1

CA3
Egr-1

CPFm
Egr-1

GD
Egr-1

NSL
Egr-1

ABL
Fos

5,59920
3e-016

0,71221
36

0,00234
1963

0,52479
23

0,01144
459

0,47768
12

0,01578
166

0,00798
7893

0,96189
76

0,19567|
85

0,98838
43

0,06577
155

0,58182
48

ACe
Fos

5,59920
3e-016

0,49576
1

0,00106
0279

0,18089
85

0,01639
69

0,23001
89

0,04609
376

0,03873
856

0,94208
61

0,35018
01

0,92822
19

0,03739
984

0,15052
17

CA1
Fos

0,71221
36

0,49576
1

0,86283
1

2,64746
8e-006

0,62260
46

0,20898
61

0,03315
682

0,00313
1319

0,26921
38

0,36847|
09

0,03501
982

0,23945
8

0,54136
61

CA3
Fos

0,00234
1963

0,00106
0279

0,86283
1

0,82313
14

0,01691
19

0,02999
817

0,15249
22

0,08122
889

0,27535
24

0,41283
93

0,56055
38

0,00246
2933

0,13158
75

CPFm
Fos

0,52479
23

0,18089
85

2,64746
8e-006

0,82313
14

0,35439

0,05039
913

0,07473
009

0,02531
525

0,88807
36

0,16489
78

3,42779
8e-004

0,39236
33

0,33443
67

GD
Fos

0,01144
459

0,01639
69

0,62260
46

0,01691
19

0,35439

0,53464
14

0,02614
692

0,03891
921

0,61329
29

0,11599
28

0,15856
5

0,17695
47

0,90733
16

NSL
Fos

0,47768
12

0,23001
89

0,20898
61

0,02999
817

0,05039
913

0,53464
14

0,60233
04

0,58621
7|

0,39412
95

0,54807|
6

0,08473
277

1,85419
6e-005

3,58250
5e-006

ABL
Egr-1

0,01578
166

0,04609
376

0,03315
682

0,15249
22

0,07473
009

0,02614
692

0,60233
04

1,89600
Oe-012

0,97727
34

1,69168
7e-004

0,64632
74

0,07310
526

0,90527
27

ACe
Egr-1

0,00798
7893

0,03873
856

0,00313
1319

0,08122
889

0,02531
525

0,03891
921

0,58621
7

1,89600
Oe-012

0,81423
57

0,00081
4728

0,77941
95

0,04233
868

0,59199
29

CA1
Egr-1

0,96189
76

0,94208
61

0,26921
38
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Parecer da Comissao de Etica em Pesquisa com Animais

INSTITUTO DE PSICOLOGIA
USP
Comissido de Etica em Pesquisa com Animais

CERTIFICADO

Certificamos gue o projeto registrado sob o nimero 010.2008, para
uso de animais em experimentagio, intitulado “Expressaoc dos
genes de ativagdo imediata c-fos e egr-1 em encéfalos de ratos
submetidos ac modele do desamparo aprendido”, sob a
Coordenacido da Profa. Dra. Maria Helena Leite Hunziker, e a
participacio da aluna Angélica Yochiy foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Pesquisa com Animal (CEPA) do Instituto de

Psicologia, em reunido de 18 de novembro de 2008,

SZ0 Paulo, 18 de novembro de 2008.

1 o Z
Prof. Dr. César Ades Arlpte A Mendés'de Almeida

Cooidenador - CEPA Secretéria do CEPA
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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